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1. UVOD 
 
Celice glije so poleg nevronov glavni sestavni del centralnega živčnega sistema (CŽS), po 
nekaterih podatkih pa naj bi bilo celic glije v CŽS celo več kot nevronov (von Bartheld, 
Bahney in Herculano-Houzel 2016). Najštevilčnejši med celicami glije so astrociti, ki v CŽS 
opravljajo pomembne naloge. Astrociti s svojimi izrastki vplivajo na tonus žil in imajo 
aktivno vlogo pri vzdrževanju krvno možganske bariere (BBB, ang. »blood brain barrier«), 
povezujejo se z različnimi deli možganov, krvnimi žilami (Lundgaard in sod. 2014; Keaney 
in Campbell 2015), so del tripartitne sinapse, sodelujejo pri popravljanju poškodovanega 
živčnega tkiva, skrbijo za homeostazo vode, ionov in živčnih prenašalcev (Sofroniew in 
Vinters 2010), ter sodelujejo pri metabolizmu možganov, na kar se osredotoča ta naloga.  
Glavni vir energije v možganih naj bi bila glukoza. Vedno več pa je prispevkov, ki kažejo, 
kako pomembna je funkcija tudi laktata. Astrociti v možganih skladiščijo glukozo v obliki 
glikogena, ki jo ob povečani aktivnosti nevronov lahko v procesu aerobne glikolize 
pretvarjajo v laktat, ki ga nato posredujejo nevronom (Bouzier-Sore in sod. 2002). 
Metabolizem celic je natančno uravnan proces, pri katerem imajo pomembno vlogo z G-
proteinom sklopljeni receptorji (GPCR, ang. »G protein coupled receptors«), preko katerih 
so uravnani številni procesi v celicah (Wang in Xiao 2014). Med GPCR spada tudi receptor 
za proste maščobne kisline GPR40, ki je prisoten v β-celicah trebušne slinavke, kjer ima 
pomembno vlogo pri metabolizmu glukoze, njegovo prisotnost pa so nedavno potrdili tudi v 
možganih (Briscoe in sod. 2003). Na receptor GPR40 se vežejo srednje dolge in dolge 
maščobne kisline, kakršna je tudi oleinska kislina (OA), ki je endogeni neselektivni agonist, 
prav tako pa je poznan sintetični selektivni agonist TAK875 (Hara in sod. 2014). Aktivacija 
receptorjev GPR40 s strani OA oz. TAK875, bi lahko vplivala na glukozno-laktatni 
metabolizem astrocitov preko sekundarnih obveščevalcev, kot sta Ca2+ in ciklični adenozin-
3'-5'-monofosfat (cAMP).  
 
1.1 NAMEN DELA   
 
Namen te naloge je bilo pridobiti rezultate, s katerimi bi bolje razumeli vlogo receptorjev 
GPR40 v astrocitih. Predvsem nas je zanimalo, kakšen vpliv imata OA in TAK875 na 
znotrajcelična sekundarna obveščevalca Ca2+ in cAMP, ter kakšen vpliv imata na 
metabolizem laktata. 
 Naša prva hipoteza je bila, da endogeni neselektivni agonist OA in selektivni agonist 
receptorja GPR40 TAK875, povzročita spremembe v znotrajcelični koncentraciji 
sekundarnega obveščevalca Ca2+. 
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 Naša druga hipoteza je, da endogeni neselektivni agonist OA in selektivni agonist 
receptorja GPR40 TAK875 sprožita spremembe v znotrajcelični koncentraciji 
sekundarnega obveščevalca cAMP.  
 Tretja hipoteza predvideva, da OA in TAK875 preko GPR40 sprožita spremembe v 
znotrajcelični koncentraciji metabolita laktata in tako vplivata na glukozni 
metabolizem (razgradnjo glikogena in aerobno glikolizo) v astrocitih v kulturi.  
Ker so mehanizmi delovanja maščobnih kislin na metabolizem astrocitov slabo poznani, 
bodo naši rezultati pomembno prispevali k razumevanju vpliva maščobnih kislin preko 
receptorja GPR40, na znotrajcelično signaliziranje in glukozni metabolizem v astrocitih.  
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2. PREGLED OBJAV 
 
2.1 ASTROCITI 
 
V centralnem živčnem sistemu (CŽS) najdemo dva glavna tipa celic, nevrone in celice glije. 
Nevroni so tiste celice, ki imajo zmožnost prevajanja hitrih električnih signalov v obliki 
akcijskih potencialov. V CŽS so poleg nevronov in celic endotelija, prisotne še celice, ki 
spadajo pod skupino glija. Te se delijo na mikroglijo, astrocite in oligodendrocite (Allen in 
Barres 2009). Astrociti so zvezdaste oblike, za katere so dolgo mislili, da imajo le vlogo 
strukturne podpore v CŽS, vendar pa je njihova vloga veliko bolj kompleksna. Povezujejo se 
z različnimi deli možganov, kot so krvne žile, Ranvierjevi zažetki, sinapsami nevronov, 
povezujejo se tudi preko presledkovnih stikov med seboj. Zapolnjujejo in povezujejo 
prostore med temi elementi in iz tega izhaja tudi ime nevroglija, kar v prevodu pomeni 
»možgansko lepilo« (Bouzier-Sore in sod. 2002). Z izrastki astrociti obdajajo več kot 90% 
cerebralnega ožilja in imajo ključno vlogo pri nastanku in delovanju BBB (Lundgaard in sod. 
2014). V zadnjih 25 letih je postalo jasno, da imajo astrociti še druge kompleksne in 
pomembne funkcije. Imajo vlogo pri sinaptičnem prenosu informacij, popravljanju 
poškodovanega živčnega tkiva, skrbijo za homeostazo vode, ionov, živčnih prenašalcev in 
pH (Sofroniew in Vinters 2010). Ena najpomembnejših funkcij astrocitov je sodelovanje v 
metabolizmu možganov. Nevroni za pridobivanje energije porabljajo glukozo, a vedno več 
je dokazov, da je pomemben tudi laktat, ki ga nevronom posredujejo astrociti (Bouzier-Sore 
in sod. 2002). Morfološko se astrociti delijo na dva podtipa in sicer fibrozne in 
protoplazemske. Fibrozni astrociti so v belini možganov in so bolj »zvezdaste« oblike, z 
daljšimi izrastki, protoplazemski astrociti pa so v sivini možganov in so bolj nepravilnih oblik 
z »grmičastimi« izrastki (Bayraktar in sod. 2015).  
 
2.1.1 Vloge in značilnosti astrocitov 
 
Že v razvoju CŽS imajo astrociti zelo pomembne funkcije. Z izločanjem glikoproteinov, kot 
sta laminin in fibronektin, astrociti sodelujejo pri vzpostavitvi molekulskih meja in s tem 
sodelujejo pri usmerjanju migracije nastajajočega aksona in nekaterih nevroblastov 
(Sofroniew in Vinters 2010; Reemst in sod. 2016). Vedno več je tudi dokazov, da so astrociti 
ključni za nastajanje novih sinaps z izločanjem signalnih molekul, kot sta nevrotropin in 
trombospondin (Verkhratsky in sod. 2016). Astrociti tako povečujejo število zrelih delujočih 
sinaps v CŽS (Ullian 2001). 
Izrastki astrocitov obdajajo sinapse in skrbijo za ionsko, pH in vodno homeostazo sinaptične 
intersticijske tekočine. Na teh izrastkih je veliko število transporterjev za privzem K+ in 
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akvaporinov 4 (AQP4), ki so transmembranski vodni kanali. AQP4 so gosto razporejeni na 
izrastkih, ki so v kontaktu z enotelijem in imajo ključno vloga pri uravnavanju vodne 
homeostaze v CŽS (Sofroniew in Vinters 2010). Prav tako kot homeostaza vode, pa je 
pomembna homeostaza ionov, še posebej K+. Koncentracija K+ v izvencelični tekočini se 
poveča ob depolarizaciji nevronov in povečana koncentracija K+ lahko vpliva tudi na ostale 
nevrone v bližini in depolarizira njihove membrane, kar lahko povzroči vzdraženje in 
epileptični napad. Astrociti imajo pomembno vlogo pri odstranjevanju odvečnega K+ iz 
izvencelične tekočine preko kalijevih kanalčkov (Allen 2014).  
Odkrili so, da se astrociti odzovejo na živčni prenašalec glutamat tako, da se zviša 
znotrajcelična aktivnost Ca2+. To je vodilo do modela, da astrociti izražajo receptorje za 
zaznavo signalnih molekul (npr. živčnih prenašalcev, modulatorjev, metabolitov), ki se 
sproščajo v bližnji sinapsi. Astrociti v odgovor sproščajo snovi, ki modulirajo prenos 
informacije po sinapsi. To je hipoteza o tripartitni sinapsi, kjer imajo astrociti aktivno vlogo 
pri prenosu informacije v sinapsi. Med kemičnim živčnim prenosom, se v sinaptično špranjo 
sprostijo živčni prenašalci. Hitra odstranitev teh signalnih molekul je ključna za normalno 
delovanje sinapse. Živčni prenašalci se lahko odstranjujejo z difuzijo, z razgradnjo in s 
privzemom v celice preko transporterjev, kar je prevladujoč način odstranjevanja. Astrociti, 
na svojih izrastkih blizu sinapse, izražajo številne receptorje za živčne prenašalce, kot so 
glutamat, GABA (γ-aminomaslena kislina), noradrenalin, acetilholin, adenozin in druge. 
Večina od teh molekul se na površini astrocitov veže na GPCR, pri čemer lahko pride do 
aktivacije znotrajceličnih signalnih poti in porasta v znotrajcelični koncentraciji sekundarnih 
obveščevalcev kot sta Ca2+ ali cAMP (Allen 2014). Glutamat je v celice transportiran preko 
transporterjev GLT-1 in GLAST, ki naj bi odstranjevali 80% vsega glutamata, ostalih 20% 
vstopi nazaj v nevrone. Glutamatni transporterji privzemajo glutamat, skupaj z 1 H+ in 3 Na+ 
v zameno za 1 K+, zato je zmožnost astrocitov za odstranjevanje glutamata odvisna od 
koncentracije Na+ in K+, ter od dostopnosti energije v obliki ATP (adenozin-5'-trifosfat), kar 
določa ponovno vzpostavitev elektrokemijske gradienta preko črpalke NA+/K+-ATPaze 
(López-Bayghen in Ortega 2011).  
Astrociti imajo pomembno vlogo tudi pri vzdrževanju BBB. To je bariera, ki ločuje krvni 
obtok in celice CŽS. Sestavljena je iz endotelijskih celic obdanih z bazalno lamino in periciti, 
ter iz izrastkov astrocitov. BBB je ključna za uravnavanje izmenjave ionov, kisika in hranil 
med krvjo in možgani in je meja, ki preprečuje vstop patogenov in toksinov v CŽS. Visoko 
selektivnost izmenjave omogočajo številni transportni in receptorski proteini na endotelijskih 
celicah, ki poskrbijo, da transport izbranih molekul poteka transcelularno. Prehod molekul 
med celicami pa onemogočajo tesni stiki. Astrociti z izločanjem različnih molekul vplivajo 
na tonus žil, skrbijo tudi za ohranjanje neprepustnosti BBB, prav tako pa so pomembni pri 
prenosu metabolitov med krvjo in nevroni (Keaney in Campbell 2015).  
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2.2 METABOLIZEM ASTROCITOV 
 
Možgani so energetsko potratni, saj kljub temu, da predstavljajo okoli 2% mase telesa, 
porabljajo kar 25% glukoze in 20% kisika, ki je na voljo v telesu. Glavni razlogi za veliko 
porabo energije so vzdrževanje in ponovno vzpostavljanje ionskih gradientov, ki se 
spreminjajo med akcijskimi in sinaptičnimi potenciali. Veliko energije pa se porablja tudi za 
privzem in recikliranje živčnih prenašalcev. Glavna molekula za pridobivanje energije v 
možganih je glukoza, vendar se ob določenih obdobjih porabljajo tudi druge snovi, kot so 
ketonska telesa med razvojem in stradanjem, ter laktat med povečano aktivnostjo (Belanger 
in sod. 2011).  
 
2.2.1 Glukoza 
 
Glukoza v astrocite prehaja iz krvi preko glukoznih transporterjev GLUT1 (55-kDa) na 
membrani endotelijskih celic in nato preko GLUT1 (45-kDa) in GLUT4 (Muhič in sod. 
2015), ki se nahajajo na izrastkih astrocitov, ki obdajajo endotelij žile. Nevroni glukozo 
sprejemajo preko specifičnih GLUT3. Aktivnost GLUT1 je stimulirana z aktivnostjo 
nevronov in z glutamatom (Kreft in sod. 2012; Belanger in sod. 2011). Glukoza, ki vstopa v 
astrocite, je fosforilirana z encimom heksokinaza v glukozo-6-fosfat. Glukoza-6-fosfat se 
pretvori v eni izmed treh metabolnih poti: z glikolizo, pentozno-fosfatno potjo ali 
glikogenezo. Preko glikolize se lahko glukoza-6-fosfat spremeni v piruvat, ATP in NADH 
(β-nikotinamid adenin dinukleotid). Piruvat lahko nato vstopi v mitohondrije in se v 
Krebsovem ciklu in oksidativni fosforilaciji pretvori v ATP in CO2, pri čemer se porablja O2. 
Poleg tega pa se glukoza lahko v procesu aerobne glikolize pretvori v laktat, s pomočjo 
encima laktat dehidrogenaze. Laktat se nato sprosti v izvencelični prostor (Belanger in sod. 
2011). Glukoza-6-fosfat, ki vstopi v pentozno-fosfatno pot in se pretvori v NADPH 
(nikotinamid adenin dinukleotid fosfat), ki je potreben za zaščito pred H2O2 ali pa v ribulozo-
5-fosfat, ki se uporabi za sintezo nukleotidov (Bolaños in Almeida 2010).  
 
2.2.2 Glikogen 
 
V večini človeških tkiv je glikogen rezervna energijska molekula, polisaharid glukoze, ki se 
ob povečanih potrebah lahko pretvori v glukozo. Najvišje koncentracije glikogena so v 
mišicah in jetrih. Čeprav je vsebnost glikogena v možganih nižja, kot v jetrih in skeletnih 
mišicah, pa vseeno nakazuje na pomembno funkcijo v metabolizmu možganov. Lokalizacija 
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glikogena v možganih je zelo specifična in ga najdemo predvsem v astrocitih in v nevronih 
zarodka. Za metabolizem glikogena sta najbolj pomembna encima glikogen fosforilaza in 
glikogen sintaza, ki sta v možganih najdena večinoma v astrocitih (Falkowska in sod. 2015). 
Vloga glikogena naj bi bila oskrba z energijo v času pomanjkanja le-te, kot je primer 
hipoglikemije (Kreft in sod. 2012). To še dodatno kaže na metabolno podporo astrocitov 
nevronom. Astrociti lahko glikogen uporabljajo za svoje lastne energijske potrebe, lahko pa 
ga v procesu aerobne glikolize pretvorijo v laktat, ki se nato sprosti v izvencelični prostor, 
kjer ga lahko privzamejo nevroni preko monokarboksilatnih transporterjev (MCT) (Belanger 
in sod. 2011), laktat pa se lahko iz CŽS tudi izloči (Dienel in Cruz 2016) ali pa v CŽS delujejo 
kot signalna molekula (Lauritzen in sod. 2014).  
 
2.2.3 Laktat 
 
Astrociti naj bi v mirujočih možganih privzeli več kot polovico vse glukoze namenjene v 
možgane. Vendar pa je njihova energijska poraba manjša od njihovega privzema. Ta pojav 
pojasnjuje hipoteza o izmenjavi laktata med astrociti in nevroni (ANLS, angl. »Astrocyte-
neuron-lactate shuttle«). Hipoteza temelji na tem, da povečana aktivnost glutamatergičnih 
nevronov poviša izvencelično koncentracijo glutamata, ki nato vstopi v celice astrocitov 
preko glutamatnih transporterjev, ki so sklopljeni z vstopom Na+. To ima za posledice 
povečano aktivnost Na+/K+ ATP-aze, ki prenaša Na+ iz celice in pri tem porablja energijo v 
obliki ATP-ja (Magistretti in Chatton 2005; Bouzier-Sore in sod. 2002; Belanger in sod. 
2011). Povišana poraba ATP-ja v astrocitih ima za posledico povišan privzem glukoze in 
povišano stopnjo glikolize s tem pa se poviša tudi produkcija laktata, ki se sprosti v 
zunajcelični prostor, kjer ga privzamejo nevroni preko transporterjev MCT (Pellerin in sod. 
2007). Pri nevronih je stopnja oksidativnega metabolizma veliko večja, kot pri astrocitih. 
Laktat, ki ga nevroni privzamejo od astrocitov je poleg glukoze glavni vir energije, nekateri 
dokazi kažejo celo na to, da nevroni ob prisotnosti glukoze in laktata, rajši presnavljajo laktat 
(Belanger in sod. 2011). Laktat ima tako funkcijo oskrbe z energijo v času, ko je 
koncentracija glukoze nizka in ko je aktivnost nevronov povečana. Zelo pomembo je, da se 
v CŽS ohrani normalno delovanje aksonov in s tem pravilen pretok informacij. Laktat, ki ga 
nevroni privzemajo iz astrocitov, je zato zelo pomemben vir energije v normalnem delovanju 
CŽS, kot tudi pri učenju in spominu, ko so aksoni draženi z visoko frekvenco. Prav tako ima 
laktat pomembo vlogo pri oskrbi poškodovanih delov CŽS (Baltan 2014).  
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2.2.4 Receptorji za proste maščobne kisline GPR40 
 
GPCR so največja skupina transmembranskih proteinov in imajo ključno funkcijo pri 
celičnem signaliziranju. S tem sodelujejo pri številnih celičnih funkcijah, kot so imunski 
odziv, celična rast, izločanje signalnih molekul, uravnavanje morfologije celic, vplivajo pa 
tudi na metabolizem celice. Receptorje GPCR delimo na šest skupin (A-F), od katerih so A, 
B, C in F prisotne pri sesalčjih celicah. GPCR so sestavljeni iz 7 transmembranskih heliksov 
in sklopljeni z različnimi tipi G-proteinov, ki so GTP-aze sestavljene iz podenote Gα in 
kompleksa Gβγ (iz podenote Gβ in Gγ). Ob vezavi ustrezne signalne molekule – liganda na 
receptor, pride do konformacijske spremembe receptorja, ki postane gvanin nukleotidni 
izmenjevalni faktor (GEF; ang. guanine nucleotide exchange factor), kar omogoči zamenjavo 
GDP s GTP na G-proteinu, čemur sledi odcepitev Gα in Gβγ. Obe odcepljeni podenoti lahko 
v nadaljevanju signalne poti vplivata na različne sekundarne obveščevalce, kot so cAMP, 
Ca2+, diacilglicerol (DAG), fosfolipaza C (PLC) in inozitol trifosfat (IP3) (Moran in sod. 
2016). Znane so štiri podskupine Gα podenot in sicer Gαs, Gαi, Gαq in Gα12 (Sanchez-
Fernandez in sod 2014). Gαs podenota aktivira adenilat ciklazo (AC), ki pretvarja ATP v 
cAMP, ta pa aktivira protein kinaze A (PKA). Gαi podenota inhibira delovanje AC in tako 
zniža nastajanje cAMP, lahko pa vpliva tudi na druge sekundarne obveščevalce, kot je PLC 
(Moran in sod. 2016). Podenota Gαq povišuje znotrajcelično koncentraciji Ca2+, kar je 
posledica aktivacije signalne poti preko PLC (Sanchez-Fernandez in sod. 2014; Moran in 
sod. 2016).  
GPR40 (tudi FFAR1) je receptor za proste maščobne kisline in spada v skupino A GPCR. 
Receptor GPR40 je prisoten predvsem v trebušni slinavki, črevesju in možganih. Na receptor 
GPR40 se vežejo srednje dolge (6 do 12 ogljikovih atomov) in dolge (več kot 12 ogljikovih 
atomov) maščobne kisline (Hara in sod. 2014; Moran in sod. 2016). Maščobna kislina, ki se 
veže na receptor GPR40 z najvišjo afiniteto, je oleinska kislina (OA, ang. »Oleic Acid«). OA 
(Slika 1) je endogeni neselektivni agonist GPR40 in je enkrat nenasičena maščobna kislina z 
18 ogljikovimi atomi in dvojno vezjo na 9. ogljikovem atomu. OA je prisotna v krvni plazmi, 
pri človeku, kjer je povprečna koncentracija 1,28 mM (Abdelmagid in sod. 2015). Vezava 
OA na GPR40 povzroči fiziološki učinek, na primer pri podganjih β-celicah trebušne 
slinavke vezava OA na GPR40 ojača z glukozo posredovano izločanje inzulina preko Ca2+-
signalne poti in OA tako posredno vpliva na znižanje koncentracije glukoze v krvi in s tem 
na metabolizem glukoze celotnega organizma (Fujiwara in sod. 2005). Znano je, da 
receptorje GPR40 aktivira tudi sintetični selektivni agonist TAK875 (Slika 1, EC50 = 72 nM) 
(Tsujihata in sod. 2011) za katerega je prav tako pokazano, da preko receptorjev GPR40 
vpliva na metabolizem β-celic trebušne slinavke (Yabuki in sod. 2013). Učinki OA in 
TAK875 na znotrajcelično signaliziranje in metabolizem astrocitov še niso dobro poznani in 
so zato gorišče te naloge.  
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Slika 1 Prikaz strukture molekul OA in TAK875  
Na Sliki 1 sta prikazana endogeni neselektivni agonist receptorjev GPR40 OA in sintetični selektivni 
agonist TAK875. Vidno je, da ima OA 18 ogljikovih atomov in dvojno vez na 9. mestu. Slika je 
sestavljena iz podatkov o OA in TAK875 s strani PubChem.  
cAMP je sekundarni obveščevalec, ki vpliva na številne celične procese, kot so metabolizem, 
delitev celic, izražanje genov, eksocitoza, morfologija celic (Beavo in Brunton 2002). 
Koncentracija cAMP se lahko poviša ob stimulaciji receptorjev GPCR, preko katerih se 
aktivira stimulatorni Gs-protein, ki aktivira encim AC, ki pretvarja ATP v cAMP. Preko 
efektorjev cAMP, predvsem preko PKA, cAMP nato vpliva na različne celične funkcije, med 
drugim na metabolizem glukoze v CŽS (Vardjan in sod. 2014; Nikolaev in Lohse 2006).  
 
2.2.5 Noradrenalin 
 
Noradrenalin (NA) ima v telesu vlogo hormona, ki se izloča iz sredice nadledvične žleze in 
vlogo živčnega prenašalca, ki se izloča iz perifernega simpatičnega živčevja ali v CŽS iz 
nevronov s telesi v možganskem jedru locus coeruleus (Bennaroch 2009). Noradrenalin 
aktivira α- in β-adrenergične receptorje, ki so receptorji GPCR. Aktivacija adrenergičnih 
receptorjev v astrocitih povzroči razgradnjo glikogena in dvig koncentracije glukoze v celici 
in s tem posledično vpliva tudi na koncentracijo laktata. Aktivacija β-adrenergičnih 
receptorjev v astrocitih povzroči tudi dvig cAMP (Kreft in sod. 2012; Hertz in sod. 2010; 
Vardjan in sod. 2014).  
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2.3 MERITVE ZNOTRAJCELIČNIH OBVEŠČEVALCEV IN METABOLITOV S 
FLUORESCENČNO MIKROSKOPIJO 
 
Za meritve znotrajceličnih obveščevalcev in metabolitov je na voljo več metod. NMR 
(jedrska magnetna resonanca) in PET (pozitronska emisijska tomografija) sta bili eni prvih 
metod s katerimi je bilo možno neinvazivno spremljati biokemijske procese v živih 
organizmih. Z razvojem novih metod, pa so vedno bolj v uporabi različne fluorescenčne 
mikroskopije, ki imajo visoko časovno in prostorsko ločljivost in je z njimi možno spremljati 
procese v posameznih izoliranih celicah ali v tkivu bodisi in situ ali in vivo. Na voljo je vedno 
več gensko kodiranih fluorescenčnih senzorjev, s katerimi je mogoče na posamezni celici v 
času, meriti spremembe v fluorescenci, ki odražajo spremembe v koncentraciji sekundarnih 
obveščevalcev in metabolitov, kot so Ca2+, cAMP, glukoza, laktat in ATP (Barros in sod. 
2013; Sanderson in sod. 2014). Osnovni princip delovanja fluorescence je, da ob osvetlitvi 
vzorca s svetlobo določene valovne dolžine indikator to svetlobo absorbira in nekaj 
nanosekund kasneje svetlobo emitira. Ker se nekaj energije v tem procesu izgubi, ima 
emitirana svetloba manjšo energijo, kar pa pomeni tudi daljšo valovno dolžino, kot svetloba 
s katero smo osvetlili vzorec (Sanderson in sod. 2014).  
 
2.3.1 Meritve Ca2+ z indikatorjem Fluo-4 AM  
 
Fluo-4 AM je fluorescenčni indikator, ki se mu ob vezavi Ca2+ lahko poviša fluorescenca 
tudi do 100-krat. Zaradi tega je možna zaznava sprememb v koncentraciji Ca2+ v času in 
prostoru. Fluo-4 AM je acetoksimetil (AM) ester in lahko prehaja membrane celic. Privzem 
indikatorja v celice je dokaj hiter. Fluo-4 AM, kadar je povezan s Ca2+, lahko ob vzbujanju s 
svetlobo valovne dolžine 488 nm emitira svetlobo daljše valovne dolžine, torej fluorescira 
(Gee in sod. 2000). Znano je, da ATP, preko purinergičnih GPCR na površini astrocitov 
aktivira sproščanje Ca2+ iz znotrajcelični zalog v citosol (Molnár in sod. 2011), kar je lahko 
v meritvah uporabno kot pozitivna kontrola.  
 
2.3.2 Prenos energije z resonanco fluorescence (FRET) 
 
Prenos energije s resonanco fluorescence (FRET, ang. »Förster Resonance Energy Transfer«) 
je neinvazivna mikroskopska tehnika, ki omogoča spremljanje interakcij med molekulami, v 
realnem času ter z visoko natančnostjo. Gre za fotofizikalni pojav, pri katerem pride do 
prenosa energije prek neradiacijskih procesov, z vzburjenega donorja na primerni akceptor. 
Tehnika je odvisna od razdalje med donorjem in akceptorjem (doseg med 1 in 10 nm). Med 
drugim je pomembno, da imata donor in akceptor podobno orientacijo dipolnega momenta 
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ter, da se spektra donorske emisije in akceptorske absorpcije prekrivata. Pri tehniki FRET se 
uporabljajo nanosenzorji, ki so sestavljeni iz dveh fluorescenčnih proteinov (npr. rumen 
fluorescenčni protein (YFP) in modro-zelen fluorescenčni protein (CFP)) in pa vezavnega 
proteina. Ko pride do vezave ustrezne molekule na vezavni protein, se spremeni razdalja med 
donorskim in akceptorskim fluoroscenčnim proteinom, kar povzroči spremembe v razmerju 
med intenziteto emitirane svetlobe donorja (npr. CFP) in akceptorja (npr. YFP), t.i. 
spremembo v signalu FRET (Shrestha in sod. 2015). 
 
2.3.3 Nanosenzor Epac1-camps za znotrajcelični cAMP 
 
Epac1-camps je FRET-nanosenzor, ki se uporablja za spremljanje sprememb v znotrajcelični 
koncentraciji cAMP. Sestavljen je iz cAMP-vezavnega mesta ter dveh fluorescenčnih 
proteinov YFP in CFP. Vezava cAMP na senzor povzroči konformacijsko spremembo, ki 
vodi v povečanje razdalje med proteinoma YFP in CFP in s tem porasta razmerja CFP/YFP, 
ki je opredeljen s sočasnim povečanjem fluorescence CFP in znižanjem fluorescence YFP 
(Nikolaev in sod. 2004). 
 
2.3.4 Laconic- nanosenzor za znotrajcelični laktat 
 
Laconic je genetsko kodirani laktatni FRET-nanosenzor, oblikovan iz bakterijskega 
transkripcijskega faktorja LldR. Sestavljen je iz donorja mTFP (modro-zelen fluorescenčni 
protein) in akceptorja Venus (rumen fluorescenčni protein). Laconic lahko kvantificira laktat 
v področju koncentracij od 1 µM do 10 mM. Izražen v astrocitih, senzor omogoča časovno 
in prostorsko oceno ravni laktata v posameznih celicah. Vezava laktata na nanosenzor 
povzroči konformacijsko spremembo, ki vodi v povečanje razdalje med proteinoma Venus 
in mTFP, kar poviša fluorescenco mTFP in zmanjša fluorescenco Venus, to pa vodi v 
povišanje razmerja mTFP/Venus (San Martín in sod. 2013).  
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3. MATERIAL IN METODE 
 
3.1 RAZTOPINE, MEDIJI IN KEMIKALIJE  
 
3.1.1 Hranilni medij 
 
Osnova za hranilni medij je bil DMEM (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's Medium«, 
DMEM 5671, Sigma) s koncentracijo glukoze 4.500 mg/L, z dodanimi naslednjimi 
raztopinami v končnih koncentracijah: 10 % FBS (angl. »Fetal Bovine Serum«), 1 mM Na-
piruvat, 2 mM L-glutamin in mešanica antibiotikov penicilina in streptomicina v končni 
koncentraciji 50 µg/ml. Hranilni medij smo prefiltrirali skozi filtre s premerom por 0,2 µm 
in shranili v posodicah po 50 ml pri 4 °C. Hranili medij smo uporabljali do največ tri tedne 
po pripravi. 
 
3.1.2 Lipofekcijski medij  
 
Lipofekcijski medij smo pripravili iz DMEM-a s 4.500 mg/L glukoze, Na-piruvata s končno 
koncentracijo 1 mM in L-glutamina s končno koncentracijo 2 mM. Lipofekcijski medij smo 
prefiltrirali in shranili po 10 ml pri 4 °C. Lipofekcijski medij smo uporabljali do največ tri 
tedne po pripravi. 
 
3.1.3 Zunajcelična raztopina  
 
Zunajcelično raztopino smo pripravili v končnih koncentracijah iz: 135,3 mM NaCl, 5 mM 
KCl, 1,8 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 0,5 mM NaH2PO4  H2O, 5 mM NaHCO3 
in 3 mM D-glukoze. Raztopino smo premešali z magnetnim mešalom. Z dodajanjem NaOH 
smo umerili pH na 7,2. Z osmometrom smo izmerili osmolalnost, ki je morala biti med 295 
in 305 mOsm/kg. Zunajcelično raztopino smo nato prefiltrirali in shranili po 50 ml, pri 4 °C 
oziroma -20 °C za kasnejšo uporabo.  
 
3.1.4 Oleinska kislina 
 
Založno raztopino OA smo pripravili iz 50 mg OA, raztopljene v 1 ml kloroforma. 
Koncentracija OA v založni raztopini je bila 177 mM. Založna raztopina je bila shranjena v 
stekleni posodici oviti z aluminijasto folijo pri -20 °C. Pred uporabo smo založno raztopina 
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OA segreli na sobno temperaturo in nato 100 redčili v zunajcelični raztopini do 
koncentracije 1,77 mM. 1,7 µl te raztopine smo nato pred dodatkom na krovnik redčili v 
148,3 µl zunajcelične raztopine in to dodali na krovnik, kjer smo celicam že predhodno dodali 
150 µl zunajcelične raztopine, tako da je bila končna koncentracija OA na krovniku 10 µM.  
 
3.1.5 TAK875 
 
Agonist za receptor GPR40 TAK875 je bil v založni raztopini raztopljen v DMSO (dimetil 
sulfoksid) v koncentraciji 100 mM. Založna raztopina je bila shranjena pri -20 °C. Pred 
uporabo smo jo odmrznili in segreli na sobno temperaturo in nato 500 redčili do 
koncentracije 200 µM. Pred dodatkom na krovnik smo 15 µl te raztopine redčili v 135 µl 
zunajcelične raztopine in to dodali na krovnik, tako da je bila končna koncentracija TAK875 
na krovniku 10 µM.  
 
3.1.6 Noradrenalin 
 
Primarno založno raztopino NA smo pripravljali pred vsako serijo poskusov. 12,5 mg NA 
smo raztopili v 250 µl destilirane vode, koncentracija NA v tej raztopini je bila 243,14 mM. 
Nato smo to raztopino 100 redčili v zunajcelični raztopini do koncentracije 2,43 mM. Pred 
dodatkom na krovnik smo 24,7 µl te raztopine redčili v 275,3 µl zunajcelične raztopine in to 
dodali na krovnik, kjer je bilo predhodno že 300 µl zunajcelične raztopine, tako da je končna 
koncentracija NA znašala 100 µM.  
 
3.1.7 ATP 
 
Primarna založna raztopina ATP (100 mM) je bila shranjena v zamrzovalniku pri -20 °C. 
Pred uporabo smo raztopino odmrznili in redčili v zunajcelični raztopini. V meritvah smo 
ATP uporabili v končni koncentraciji 100 µM.  
 
3.1.8 Fluo4-AM 
 
Fluo4-AM smo uporabili, kot indikator Ca2+, ki je bil shranjen v zamrzovalniku pri -20 °C v 
temni mikrocentrifugirki. Na krovnik z nasajenimi astrociti v hranilnem mediju smo dodali 
Fluo4-AM v končni koncentraciji 2 µM. Krovnik je bil nato 30 min v popolni temi, temu pa 
je sledilo spiranje z 2 ml hranilnega medija in ponovna inkubacija za 30 min v hranilnem 
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mediju (2 ml) v popolni temi. Po končani inkubaciji v hranilnem mediju smo krovnike 
uporabili za meritve.  
 
3.2 PRIPRAVA MATERIALA IN CELIČNIH KULTUR ZA POSKUSE 
 
3.2.1 Priprava krovnikov  
 
Steklene okrogle krovnike s premerom 22 mm (Chance Propper, Velika Britanija) smo 
najprej za 20 min potopili v 70 % etanol. S sterilno pinceto smo jih nato v laminariju 
preneseni zaporedno v dve petrijevki s sterilno destilirano vodo za spiranje. Sledila je 
inkubacija krovnikov 20 min v petrijevki z 10 µg/mL poli-L-lizina raztopljenega v destilirani 
vodi (PLL; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA). Po inkubaciji smo krovnik še dvakrat sprali 
s sterilno destilirano vodo in krovnike posamezno položili v 35 mm petrijevke, ki so bile 
odprte dokler se krovniki niso posušili. Krovnike smo do uporabe shranili pri 4 °C.  
 
3.2.2 Primarna celična kultura astrocitov 
 
Za meritve smo uporabili primarno celično kulturo astrocitov, izolirano iz možganske skorje 
2-3 dni starih podgan. Izolacija je potekala po protokolu (Schwartz in Wilson 1992). Priprava 
celic je potekala v skladu z zakonodajo o delu na izoliranih tkivih, organih in truplih 
predhodno usmrčenih živali po 22.a členu Zakona o zaščiti živali (ZZZiv-UPB3, Ur.l. RS, 
št. 38/2013 z dne 3. 5. 2013). Izolacijo celic so izvedli zaposleni v Laboratoriju za 
nevroednokrinologijo-molekularna celične fiziologija na Inštitutu za patološko fiziologijo na 
Medicinski fakulteti v Ljubljani. Izolirane astrocite smo nasadili na gojilno epruveto, prelili 
s hranilnim medijem in inkubirali pri 37 °C, 5 % CO2 in 95 % zračni vlažnosti.  
 
3.2.3 Nasajanje astrocitov na krovnike 
 
Iz gojilne epruvete z nasajenimi astrociti smo odstranili hranilni medij in celice sprali z 2 ml 
DMEM-a. Nato smo dodali mešanico tripsin/DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) in 
sledila je inkubacija 5 min pri 37 °C, da so se celice odlepile od podlage. Celice smo 
odpipetirali po 1 ml v mikrocentrifugirke in 5 min centrifugirali na 900 obratov/min. Po 
končanem centrifugiranju smo odstranili supernatant, celicam v peletu pa dodali 500 µl 
hranilnega medija. Celice smo resuspendirali s potiskanjem skozi injekcijsko iglo (notranji 
premer 0,8 mm) 2 ml brizge. Na krovnik smo nasadili po 50 µl suspenzije izoliranih celic. 
Pod svetlobnim mikroskopom smo preverili gostoto celic. V kolikor je bilo potrebno, je 
sledilo dodatno redčenje celic s hranilnim medijem do ustrezne gostote celic. Nasajene celice 
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smo za 30 min postavili v inkubator na 37 °C, 5 % CO2, in 95 % zračni vlažnosti. Po 30 min 
smo dodali še 1,5 ml hranilnega medija in krovnike z nasajenimi astrociti postavili v 
inkubator. Po 24 h inkubaciji so bile celice pripravljene za nadaljnje poskuse.  
 
3.2.4 Namnožitev in izolacija plazmidnih vektorjev z zapisom za Laconic in Epac1-
camps  
 
Plazmidno DNA (pDNA) z zapisom za nanosenzor Epac1-camps in Laconic smo izolirali iz 
bakterij Escherichia coli (E. coli) in sicer iz seva DH5α. Obe pDNA smo v naslednjih korakih 
izolirali po istem postopku. Bakterije smo namnožili v gojišču LB (Luria-Bertani) z 
dodatkom ampicilina v končni koncentraciji 1 µM. Bakterije smo inkubirali 16 h, pri 37 °C 
in 260 obr./min na stresalniku. pDNA je bila izolirana in očiščena s pomočjo komercialnega 
kompleta za izolacijo pDNA (Pure YieldTM Plasmid Midiprep System, Promega, Madison, 
ZDA), po protokolu proizvajalca. Koncentracijo izolirane pDNA smo preverili s pomočjo 
spektrofotometra, z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 260 nm in 280 nm.  
 
3.2.5 Transfekcija astrocitov s plazmidno DNA  
 
Celice smo 24 h po nasaditvi na krovnike transficirali s pDNA. 100 µl lipofekcijskega medija 
in 3 µl reagenta FuGENE® 6-a (Promega) smo zmešali v 1,5 ml centrifugirki. Po 5 min smo 
dodali pDNA z zapisom za nanosenzor Laconic oziroma Epac1-camps in sicer 1 µg pDNA. 
Sledila je 20 min inkubacija lipofekcijske mešanice. V vmesnem času smo krovnikom s 
celicami zamenjali hranilni medij in jim dodali 900 µl medija. Po končani inkubaciji 
lipofekcijske mešanice smo na krovnik dodali še 100 µl le-te. Po približno 24 h je bilo 
izražanje nanosenzorja v celicah primerno za izvajanje poskusov.  
 
3.3 FLUORESCENČNA MIKROSKOPIJA IN ANALIZA PODATKOV 
 
3.3.1 Meritve sprememb v signalu FRET z mikroskopom v realnem času v astrocitih, 
ki so izražali FRET-nanosenzorje 
 
Meritve sprememb v signalu FRET (razmerje CFP/YFP oz. mTFP/Venus) smo opravili z 
invertnim mikroskopom Zeiss Axio Observer A1 (Zeiss, Oberkochen, Nemčija). Kot vir 
svetlobe smo uporabili monokromator Polychrome V (Till Photonics GmbH, Nemčija), ki je 
oddajal svetlobo z valovno dolžino 436/10 nm, kar ustreza modri svetlobi. Za povečavo smo 
uporabili vodni imerzijski objektiv s povečavo 63. Za ločeno zaznavanje emisij obeh 
fluoroforov skrbi delilec slike (Optical Insights, AZ) in dva emisijska filtra, 465/30 nm za 
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CFP oz. mTFP in 535/30 nm za YFP oz. Venus. Za zajemanje slike smo uporabili kamero 
CCD (angl. »charge coupled device«) in program Live Acquisition 2.1.0.10 (TILL Photonics 
GmbH, Nemčija). Emisija nanosenzorja Epac1-camps je bila vzbujena in posneta vsake 3 s, 
emisija nanosenzorja Laconica pa vsakih 10 s, posamezna osvetlitev pa je trajala 100 ms.  
 
3.3.1.1. Meritve znotrajcelične koncentracije cAMP v astrocitih, ki so izražali FRET-
nanosenzor Epac1-camps 
 
Celice so bile primerne za meritve 24 h po transfekciji. Iz petrijevke s krovnikom, smo najprej 
odstranili hranilni medij, krovnik pa sprali z zunajcelično raztopino in sledila je inkubacija v 
zunajcelični raztopini vsaj 10 min. Krovnik z astrociti smo vpeli v kamrico in dodali 150 µl 
zunajcelične raztopine. Na objektiv smo dodali destilirano vodo in kamrico postavili nad 
objektiv. Pod mikroskopom smo poiskali primerno celico, ki je izražala nanosenzor. Najprej 
je bila posneta transmisijska slika preparata, nato pa se je začelo snemanje fluorescence vsake 
3 s. Po 99 s snemanja smo dodali 150 µl zunajcelične raztopine z 20 µM OA oz. 20 µM 
agonistom TAK875 tako, da je bila končna koncentracija obeh spojin na krovniku 10 µM. 
Po 501 s smo dodali 300 µl zunajcelične raztopine z 200 µM koncentracijo NA (končna 
koncentracija NA krovniku 100 µM) in 20 µM koncentracijo OA ali TAK875 (končna 
koncentracija OA ali TAK875 na krovniku 10 µM). Celoten posnetek je trajal 900 s. V 
kontrolnih poskusih je bil postopek enak, le da smo namesto z OA celice stimulirali z 
zunajcelično raztopino, kateri smo namesto OA dodali raztopino kloroforma, v kateri smo 
raztapljali OA, in namesto s TAK875 smo celice stimulirali z zunajcelično raztopino, kateri 
smo namesto TAK875 dodali raztopino DMSO, v katerem smo raztapljali TAK875.  
 
3.3.1.2. Meritve znotrajcelične koncentracije laktata v osamljenih astrocitih, ki so izražali 
FRET-nanosenzor Laconic 
 
Priprava krovnika in postavitev kamrice na mikroskop je potekala na enak način, kot pri 
meritvah z nanosenzorjem Epac1-camps. Prva slika je bila transmisijska, nato pa je sledilo 
vzbujanje in zajemanje fluorescence vsakih 10 s. Po 200 s smo na krovnik dodali 150 µl 
zunajcelične raztopine z 20 µM OA ali TAK875 (končna koncentracija na krovniku OA oz. 
TAK875 je bila 10 µM). Po 800 s smo na krovnik dodali 300 µl zunajcelične raztopine z 200 
µM NA in 20 µM OA oz. TAK875. Celotno zajemanje slik je trajalo 1.600 s. V kontrolnih 
poskusih je bil postopek enak, le da smo namesto z OA celice stimulirali z zunajcelično 
raztopino, kateri smo namesto OA dodali raztopino kloroforma, v kateri smo raztapljali OA, 
in namesto s TAK875 smo celice stimulirali z zunajcelično raztopino, kateri smo namesto 
TAK875 dodali raztopino DMSO, v katerem smo raztapljali TAK875. 
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3.3.2 Meritve znotrajcelične koncentracije Ca2+ v astrocitih s konfokalno 
mikroskopijo v realnem času in fluorescenčnim indikatorjem za Ca2+ Fluo4-AM  
 
Za meritve znotrajceličnega Ca2+ smo uporabili fluorescenčni indikator za Ca2+ Fluo4-AM, 
ki prehaja celične membrane, in konfokalni mikroskop Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss 
AG, Nemčija). Uporabljen je bil oljni imerzijski objektiv, s povečavo 40x in numerično 
aperturo 1,3 (Plan-Neofluar 40x/1.3 Oil DIC; Carl Zeiss AG, Nemčija). Za vzbujanje 
fluorescence je bil uporabljen argonski laser z valovno dolžino 488 nm. Za meritev so bile 
uporabljene še naslednje nastavitve: povprečenje = 1, čas skeniranja = 782 ms, debelina 
optične rezine = 162 µm.  
Krovnik z astrociti obarvanimi s Ca2+-indikatorjem Fluo4-AM, smo vpeli v mikroskopsko 
kamrico in dodali 200 µl zunajcelične raztopine. Slike smo zajemali v 1-s časovnih intervalih. 
Po 200 s smo celicam dodali 200 µl zunajcelične raztopine z 20 µM OA ali TAK875 (končna 
koncentracija na krovniku OA oz. TAK875 je bila 10 µM). Celotno zajemanje slik je trajalo 
700 s. V kontrolnih poskusih je bil postopek enak, le da smo namesto z OA celice stimulirali 
z zunajcelično raztopino, kateri smo namesto OA dodali le raztopino kloroforma, in namesto 
s TAK875 smo celice stimulirali z zunajcelično raztopino, kateri smo namesto TAK875 
dodali le raztopino DMSO. 
 
3.3.3 Analiza podatkov 
 
3.3.3.1 Analiza emisij CFP in YFP in signala FRET 
 
V programu Offline Analysis 2.1.0.10 (TILL Photonics GmbH, Nemčija), je bil rezultat 
zajemanja prikazan, kot serija zaporednih slik, ločeno za emisijo CFP in YFP. Na slikah smo 
označili ozadje in celico. Program Offline Analysis je označene dele pretvoril iz slike v 
vrednosti, ki so predstavljale jakost emitirane svetlobe CFP oz. YFP v času za posamezno 
celico oz. ozadje. V programu Excel (Microsoft, ZDA) je bila odšteta vrednost ozadja (bg, 
angl. »Background«) od signala emitirane svetlobe YFP oz. CFP označene celice in 
izračunano razmerje CFP/YFP (Epac1-camps) oziroma mTFP/Venus (Laconic), ki ponazarja 
spremembo v signalu FRET, za vsako meritev v času po enačbah:  
Za Epac1-camps: 
𝑅𝑎𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒 𝑒𝑚𝑖𝑠𝑖𝑗 (𝐹𝑅𝐸𝑇) =
𝐶𝐹𝑃−𝑏𝑔(𝐶𝐹𝑃)
𝑌𝐹𝑃−𝑏𝑔(𝑌𝐹𝑃)
      … (1) 
Za Laconic: 
𝑅𝑎𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒 𝑒𝑚𝑖𝑠𝑖𝑗 (𝐹𝑅𝐸𝑇) =
𝑚𝑇𝐹𝑃−𝑏𝑔(𝑚𝑇𝐹𝑃)
𝑉𝑒𝑛𝑢𝑠−𝑏𝑔(𝑉𝑒𝑛𝑢𝑠)
     … (2) 
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Porast v signalu FRET ponazarja porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP (nanosenzor 
Epac1-camps) oz. laktata (nanosenzor Laconic). Dobljeni podatki za signal FRET so bili nato 
normalizirani, tako da so bili deljeni s povprečno vrednostjo signala FRET pred dodatkom 
učinkovin (bazna linija). Za vsak stimulus za vsako časovno točko smo izračunali povprečne 
vrednosti in standardne napake (s.n.) normaliziranih signalov FRET in jih prikazali v grafu. 
Pri analizi smo uporabili samo del posnetka pred dodatkom zunajcelične raztopine z NA. NA 
smo dodali kot pozitivno kontrolo z namenom, da bi preverili živost (viabilnost) celic in 
funkcionalnost izraženega konstrukta, v primeru, da po stimulusu ne bi zaznali odziva v 
signalu FRET.  
Za posamezno celico smo določili hitrost porasta signala FRET (ΔFRET/Δt), ki je bila 
določena s prileganjem linearne funkcije na del krivulje, kjer se je signal najhitreje povečeval 
v času: 
𝑦 =  𝑘𝑥 +  𝑛 ,          … (3) 
kjer y pomeni ∆FRET, x pomeni ∆t in k pomeni naklon premice, ki ponazarja hitrost ∆FRET 
(∆FRET/∆t). Hitrost smo podali v % na minuto. 
Končni porast signala FRET (ΔFRET), je bil določen kot povprečje zadnjih 100 s signala 
FRET, od katerega je bilo odšteto povprečje signala pred dodatkom stimulusa (čas 0 s na 
grafih). Pri nekaterih poskusih, v katerih smo uporabili nanosenzor Laconic smo določili 
povprečno kumulativno spremembo v signalu FRET po dodatku stimulusa in sicer tako, da 
smo izračunali vsoto vseh sprememb signala FRET v času po stimulusu. 
 
3.3.3.2 Analiza emisije signala Fluo4-AM 
 
Intenziteto fluorescence Fluo4-AM na področju posamezne celice smo ovrednotili s pomočjo 
programa Zeiss LSM 510 META tako, da smo na posameznem posnetku označili astrocite z 
orodjem ROI (angl. »Region of Interest«) in dobljene podatke za intenziteto fluorescence na 
področju posamezne celice v času izvozili v program Excel, kjer je potekala nadaljnja analiza 
signala. Porast v intenziteti fluorescence Fluo4-AM predstavlja porast v znotrajcelični 
koncentraciji Ca2+. 
Podatke emisije signala Fluo4-AM (F) smo predstavili kot relativne spremembe F/F0 , kjer 
F0 predstavlja povprečno vrednost signala pred dodatkom stimulusa (bazna linija). Nato smo 
za vsak stimulus za vsako časovno točko izračunali povprečne vrednosti in standardne 
napake normaliziranih F/F0 in jih prikazali v grafih. Določili smo tudi povprečno 
kumulativno spremembo v signalu F/F0 po dodatku stimulusa in sicer tako, da smo izračunali 
vsoto vseh sprememb F/F0 v času po stimulusu. 
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Vsi rezultati v histogramih so predstavljeni kot povprečje  s.n. Za ugotavljanje ali so podatki 
med sabo statistično značilno različni (P<0,05), je bila kadar smo primerjali 3 ali več skupin 
s pomočjo programa SigmaPlot uporabljena enosmerna analiza variance (One-way 
ANOVA), ki ji je v primeru statistično značilne razlike sledil Dunnov test. V primerih, ko 
smo primerjali le dve skupini med seboj, pa smo uporabili Studentov t-test. Ta je bil 
uporabljen tudi v nekaterih primerih, ko Dunnov test, ki je sledil enosmerni analizi variance, 
med posameznimi skupinami ni pokazal statistično značilnih razlik.  
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4. REZULTATI 
 
Astrociti izražajo receptorje za proste maščobne kisline FFAR, ki jih uvrščamo v skupino 
GPCR, za katere je značilno, da preko aktivacije različnih tipov G-proteinov delujejo po 
različnih signalnih poteh kot sta Ca2+- (Gq-protein) in cAMP-signalna pot (Gs-protein, Gi-
protein). Receptorji GPCR na površini astrocitov preko aktivacije znotrajceličnih signalnih 
poti med drugim lahko uravnavajo glukozni metabolizem v astrocitih (Hara in sod. 2014; 
Moran in sod. 2016). Molekulski mehanizmi aktivacije FFAR kot je npr. FFAR1 oz. GPR40, 
v astrocitih in njihov vpliv na znotrajcelične signalne poti in astrocitni glukozni metabolizem 
še niso raziskani. GPR40 je receptor, na katerega naj bi se vezale in povzročile fiziološki 
odgovor srednjeverižne (6-12 ogljikovih atomov) do dolgoverižne (več kot 12 ogljikovih 
atomov) maščobne kisline (Hara in sod. 2014). V astrocitih, ki so izražali FRET-
nanosenzorje za cAMP ali laktat oz. so bili označeni s Ca2+-indikatorjem Fluo4-AM, smo z 
mikroskopijo v realnem času spremljali vpliv OA, ki je dolgoverižna maščobna kislina (18 
ogljikovih atomov) in endogeni neselektivni agonist receptorja GPR40, ter vpliv TAK875, 
ki je sintetični selektivni agonist receptorja GPR40 (Moran in sod. 2016), na znotrajcelično 
raven sekundarnih obveščevalcev cAMP in Ca2 + ter na znotrajcelično raven laktata. V analizi 
so bili uporabljeni vsi podatki tako odzivnih, kot neodzivnih celic.  
 
 
4.1 VPLIV AGONISTOV RECEPTORJA GPR40 ZA MAŠČOBNE KISLINE, 
OLEINSKE KISLINE IN TAK875, NA ZNOTRAJCELIČNO KONCENTRACIJO Ca2+ V 
PODGANJIH ASTROCITIH V KULTURI 
 
Ca2+ je eden od sekundarnih obveščevalcev, ki ga povezujejo z aktivacijo receptorja GPR40. 
Vezava agonistov OA in TAK875 na receptorje GPR40 lahko preko aktivacije Gq-proteinov 
vpliva na sproščanje Ca2+ iz znotrajceličnih zalog v citosol celic v -celicah trebušne slinavke 
(Hara in sod. 2014). Za določanje sprememb v znotrajcelični koncentraciji Ca2+ po aktivaciji 
GPR40 v astrocitih smo uporabili fluorescenčni Ca2+-indikator Fluo4-AM, ki prehaja 
plazemsko membrano. Spremembe v fluorescenci so bile posnete pod konfokalnim 
mikroskopom v realnem času v astrocitih, ki smo jih predhodno obarvali z barvilom Fluo4-
AM.  
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4.1.1 Oleinska kislina in TAK875 ne spremenita znotrajcelične koncentracije Ca2+ v 
podganjih astrocitih v kulturi 
 
Astrocitom, ki so bili označeni z barvilom Fluo4-AM smo dodali endogeni neselektivni 
agonist OA in sintetični selektivni agonist TAK875 receptorja GPR40. Po dodatku OA (n = 
36 celic) oz. agonista TAK875 (n = 28 celic) v 10 µM koncentraciji tako kot v kontrolnih 
poskusih, v katerih smo celice stimulirali zgolj z zunajcelično raztopino za raztapljanje 
agonistov (n = 24 celic za kontrolni poskus stimulusa z OA, n = 24 celic za kontrolni poskus 
stimulusa s TAK875), ni bilo zaznati spremembe v znotrajcelični koncentraciji Ca2+. Slika 2 
(A, B in C) prikazuje zaporedne slike celic pred in po dodatku OA, TAK875 oz. ATP. 
Sprememba intenzitete fluorescence pri dodatku OA oz. TAK875 ni opazna. Kot pozitivno 
kontrolo smo uporabili ATP (100 M), ki prehodno zaradi aktivacije purinergičnih 
receptorjev na površini astrocitov zviša koncentracijo Ca2+ v citosolu (Navarrete in sod. 
2012), kot je razvidno iz Slike 2 (C).  
Slika 3 prikazuje povprečne kumulativne spremembe v intenziteti fluorescence barvila 
Fluo4-AM (F/F0) v astrocitih po dodatku različnih učinkovin. Med kontrolnimi poskusi in 
OA oz. TAK875 nismo opazili statistično značilnih razlik, medtem ko so bile kumulativne 
spremembe v intenziteti fluorescence Fluo4-AM po stimulaciji astrocitov z ATP statistično 
značilno višje glede na kontrolne poskuse in astrocite, ki smo jih stimulirali z OA in TAK875. 
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Slika 2 Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z agonisti receptorja GPR40, oleinsko kislino 
in TAK875 neposredno ne spremeni znotrajcelično raven Ca2+ 
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(A-C) Reprezentativne fluorescenčne slike astrocitov obarvanih s Ca2+-indikatorjem Fluo4-AM pred 
in po dodatku (A) 10 µM oleinske kisline (OA), (B) 10 µM agonista TAK875 in (C) 100 µM ATP. 
Črna črta prikazuje dodatek učinkovin. Na slikah je označen čas zajemanja posamezne slike. Bele 
črte na slikah so merila, ki ustrezajo razdalji 20 µm. (D-I) Reprezentativni (D-F) in povprečni (G-I) 
časovni potek sprememb v intenziteti fluorescence Fluo4-AM (F/F0) v astrocitih, ki smo jih ob času 
200 s stimulirali s (F,I) 100 µM ATP, (D,G) 10 µM OA in (E,H) 10 µM TAK875. Na slikah (D-E) 
so prikazani odzivi reprezentativne celice iz Slike A, B in C po stimulusu z OA oz. TAK875 oz. ATP. 
Spremembe v intenziteti fluorescence Fluo4-AM ponazarjajo relativne spremembe v znotrajcelični 
koncentraciji Ca2+. Po dodatku ATP smo opazili izrazito spremembo v intenziteti fluorescence Fluo4-
AM, ki pa je po dodatku OA in TAK875 nismo opazili.  
 
 
Slika 3 Prikaz kumulativnih sprememb v intenziteti fluorescence barvila Fluo4-AM v 
astrocitih po dodatku agonistov receptorja GPR40, oleinske kisline in TAK875.  
Na histogramu so prikazane kumulativne spremembe v fluorescenci barvila Fluo4-AM (kumulativna 
sprememba F/F0), po dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali OA (KontrolaOA), 10 
M OA, zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali agonist TAK875 (KontrolaTAK875), 10 M 
TAK875 in 100 M ATP. Števila na histogramu ponazarjajo število vseh posnetih in analiziranih 
celic v posameznem poskusu. Iz histograma je razvidno, da je bila kumulativna sprememba v 
fluorescenci barvila Fluo4-AM po dodatku ATP najmanj 10-krat večja od ostalih učinkovin 
(ANOVA, #P<0,05 vs. ATP). Med KontroloOA in OA ter med KontroloTAK875 in TAK875 ni bilo 
statistično značilnih razlik, prav tako ne med OA in TAK875 (Studentov t-test). 
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4.2 VPLIV AGONISTOV RECEPTORJA GPR40 ZA MAŠČOBNE KISLINE, 
OLEINSKE KISLINE IN TAK875, NA ZNOTRAJCELIČNO KONCENTRACIJO cAMP 
V PODGANJIH ASTROCITIH V KULTURI 
 
Ob aktivaciji receptorjev GPR40 se v celici lahko aktivirajo različne signalne poti. Ena od 
njih je aktivacija Gs-proteinov in AC, ki vodi v porast v znotrajcelični koncentraciji 
sekundarnega obveščevalca cAMP (Hauge, 2015). Zanimal nas je vpliv agonistov 
receptorjev GPR40, OA (endogeni neselektivni agonist GPR40) in 10 µM TAK875 
(sintetični selektivni agonist GPR40), na spremembe v znotrajcelični ravni cAMP v 
astrocitih. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili noradrenalin (NA), za katerega je znano, da 
v astrocitih preko aktivacije -adrenergičnih GPCR sklopljenih z Gs/cAMP-signalno potjo 
povzroči dvig znotrajcelične koncentracije cAMP (Vardjan in sod. 2014). Spremembe v 
koncentraciji cAMP smo merili v astrocitih, ki so izražali FRET-nanosenzor za cAMP 
Epac1-camps. Ob porastu koncentracije cAMP je poraslo razmerje v intenziteti fluorescence 
fluorofor CFP in YFP (CFP/YFP), kar ustreza porastu signala FRET na slikah (ΔFRET).  
 
4.2.1 Oleinska kislina povzroči porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP v 
podganjih astrocitih v kulturi. 
 
Iz rezultatov (Sliki 4 in 5) je razvidno, da OA v astrocitih, ki so izražali cAMP nanosenzor 
Epac1-camps, povzroči dvig znotrajcelične koncentracije cAMP, ki se kaže kot eksponentni 
porast v signalu FRET. Iz Slike 4 (C) je razvidno, da dodatek OA (ob času 0 s) povzroči 
porast v intenziteti CFP in padec v intenziteti YFP, kar je posledica konformacijske 
spremembe nanosenzorja Epac1-camps, ob vezavi molekule cAMP (glej Pregled objav), in 
s tem porast v razmerju CFP/YFP (FRET; Slika 4D). Sprememba v razmerju FRET po 
dodatku OA je razvidna tudi na Slikah v psevdobarvah (Sliki 5 A-B) in na Sliki 5D, kjer so 
prikazane povprečne spremembe v signalu FRET po dodatku OA (n = 24 celic). Porast v 
znotrajcelični koncentraciji cAMP smo zaznali tudi po aktivaciji adrenergičnih receptorjev z 
NA (n = 15 celic). Do manjšega dviga signala FRET pride tudi v kontrolnih poskusih po 
dodatku zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali agoniste (Slika 5 A in B; n = 18 
celic), vendar je bil dvig signala FRET v primerjavi z astrociti stimuliranimi z OA oz. NA 
izrazito manjši.  
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Slika 4 Prikaz meritve sprememb v intenziteti fluorescence CFP in YFP in signala FRET v 
astrocitih, ki izražajo cAMP nanosenzor Epac1-camps, po dodatku oleinske kisline.  
(A-B) Sliki prikazujeta astrocit, ki izraža cAMP FRET-nanosenzor Epac1-camps, v psevdobarvah 
(A) pred in (B) po dodatku oleinske kisline (OA, 10 µM). Barve odražajo kakšno je normalizirano 
razmerje CFP/YFP in sicer najmanjše razmerje ponazarja črna barva, rdeča pa dele celice z najvišjim 
razmerjem CFP/YFP. V slikah vidimo premik rumeno-zelenih odtenkov (A) k rdečim odtenkom 
celice (B), kar nakazuje porast v signalu FRET in znotrajcelični koncentraciji cAMP po dodatku OA. 
Merilo predstavlja 10 µm. (C) Graf prikazuje časovne spremembe v normalizirani intenziteti 
fluorescence YFP in CFP glede na bazno linijo pred in po stimulaciji z OA. Iz grafa je razvidno, da 
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se po času 0 s, ki prikazuje dodatek OA, fluorescenca CFP začne povečevati in fluorescenca YFP 
padati. (D) Slika D prikazuje časovne spremembe normaliziranega razmerja CFP/YFP glede na bazno 
linijo (ΔFRET) pred in po dodatku OA. Po dodatku OA opazimo izrazito povečanje razmerja 
CFP/YFP, kar pomeni dvig znotrajcelične koncentracije cAMP. Na sliki D je na krivuljo po času 0 s 
prilegana premica (rdeča črta), katere naklon predstavlja hitrost spremembe signala FRET 
(ΔFRET/Δt) in sicer v tem primeru 0,204/min oz. 20,4 %/min.  
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Slika 5 Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z endogenim neselektivnim agonistom 
receptorja GPR40 oleinsko kislino povzroči porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP. 
(A-F) Reprezentativni in povprečni časovni potek sprememb v normaliziranem signalu FRET 
(FRET) glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor za cAMP Epac1-camps, 
pred in po dodatku (A,B) zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali oleinsko kislino 
(KontrolaOA), (C,D) oleinske kisline (OA; 10 M) in (E, F) noradrenalina v celicah, ki smo jih 
predhodno stimulirali z zunajcelično raztopino za raztapljanje OA (NAOA; 100 M). Učinkovine smo 
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dodali pri času 0 s. Porast v signalu FRET odraža porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP. Na 
grafu (B, D in F) je v oklepaju podano število analiziranih celic.  
 
4.2.2 Agonist receptorja GPR40 za maščobne kisline TAK875 povzroči porast v 
znotrajcelični koncentraciji cAMP v podganjih astrocitih v kulturi.  
 
TAK875 je sintetični selektivni agonist receptorjev GPR40, ki bi lahko vplival na raven 
znotrajcelične cAMP v astrocitih (Hauge, 2015). Iz rezultatov (Slika 6) je razvidno, da 
dodatek 10 µM TAK875 astrocitom, ki so izražali cAMP nanosenzor Epac1-camps, vodi v 
eksponentni porast signala FRET in s tem v zvišanje znotrajcelične koncentracije cAMP (n 
= 33 celic). Porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP smo zaznali tudi po aktivaciji 
adrenergičnih receptorjev z NA (n = 14 celic). Do manjšega dviga znotrajcelične 
koncentracije cAMP, pride tudi pri dodatku kontrolne zunajcelične raztopine (Slika 6A in B; 
n = 27 celic), vendar pa je ta dvig izrazito manjši, kot pri dodatku TAK875 oz. NA.  
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Slika 6 Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi s sintetičnim selektivnim agonistom 
receptorja GPR40 TAK875 povzroči porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP.  
(A-F) Reprezentativni in povprečni časovni potek sprememb v normaliziranem signalu FRET 
(FRET) glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo FRET nanosenzor za cAMP Epac1-camps, 
pred in po dodatku (A,B) zunajcelične raztopine, v kateri smo raztapljali agonist TAK875 
(KontrolaTAK875), (C,D) TAK875 (10 M) in (E,F) noradrenalin v celicah, ki smo jih predhodno 
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stimulirali z zunajcelično raztopino za raztapljanje TAK875 (NATAK875; 100 M). Učinkovine smo 
dodali pri času 0 s. Porast v signalu FRET odraža porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP. 
 
4.2.3 Primerjava končnih sprememb signalov FRET v astrocitih, ki so izražali 
nanosenzor Epac1-camps, po dodatku agonistov GPR40, oleinske kisline in TAK875, 
ter agonista adrenergičnih receptorjev noradrenalina 
 
Zaradi lažje primerjave vpliva endogenega neselektivnega agonista OA, sintetičnega 
selektivnega agonista TAK875 ter neselektivnega agonista adrenergičnih receptorjev NA na 
znotrajcelično raven cAMP v astrocitih, ki so izražali FRET-nanosenzor Epac1-camps, smo 
rezultate na Sliki 7 prikazali kot povprečne končne spremembe signalov FRET (ΔFRET). Pri 
tem smo izračunali razliko v signalu FRET med prvimi 100 s pred dodatkom (bazalna 
vrednost) in zadnjimi 100 s po dodatku posamezne učinkovine. Podatke smo med seboj 
statistično primerjali. 
S Slike 7 je razvidno, da v astrocitih dodatek 10 µM OA (Slika 7A) in 10 µM TAK875 (Slika 
7B) povzroči porast v signalu FRET glede na KontroloOA oz. KontroloTAK875, kar kaže na 
porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP v astrocitih po dodatku agonistov GPR40. 
Koncentracija cAMP v astrocitu, po dodatku OA se spremeni za približno 25 % in po dodatku 
TAK875 za 16 % glede na bazalno raven. Iz Slik 7A in 7B je tudi razvidno, da dodatek 
adrenergičnega agonista NA prav tako povzroči porast v znotrajcelični koncentraciji cAMP 
glede na kontrolne poskuse, kar je v skladu s predhodnimi študijami (Dong in sod. 2012). 
Agonist TAK875 je povzročil statistično značilno manjši porast v signalu FRET glede na OA 
(P<0,05). OA in TAK875 imata fiziološki učinek na astrocite, saj spremenita znotrajcelično 
raven cAMP v astrocitih, kar pa lahko vpliva na različne celične procese.  
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Slika 7 Histograma končnih sprememb signalov FRET v astrocitih, ki so izražali FRET-
nanosenzor Epac1-camps, po stimulaciji z oleinsko kislino, TAK875 in noradrenalinom.  
(A,B) Povprečna končna sprememba normaliziranega signala FRET (FRET) v odstotkih glede na 
bazno linijo v astrocitih, ki so izražali Epac1-camps, po dodatku (A) zunajcelične raztopine za 
raztapljanje oleinske kisline (KontrolaOA), oleinske kisline (OA) in noradrenalina v celicah, ki smo 
jih predhodno stimulirali z zunajcelično raztopino za raztapljanje OA (NAOA) in (B) zunajcelične 
raztopine za raztapljanje TAK875 (KontrolaTAK875), TAK875 in noradrenalina v celicah, ki smo jih 
predhodno stimulirali z zunajcelično raztopino za raztapljanje TAK875 (NATAK875). Spremembe v 
signalu FRET so prikazane kot povprečje  s.n. odstotka porasta signala FRET v zadnjih 100 s 
meritve, glede na bazalne vrednosti (test ANOVA: ***P<0,001 vs. (A) KontrolaOA oz. (B) 
KontrolaTAK875; test ANOVA: ###P<0,001). Med OA in TAK875 je bil opravljen Studentov t-test (ni 
označen na sliki), ki je pokazal statistično značilno razliko (P<0,05).  
 
4.2.4 Primerjava hitrosti porasta signalov FRET v astrocitih, ki so izražali nanosenzor 
Epac1-camps, po dodatku oleinske kisline, TAK875 in noradrenalina 
 
Na Sliki 8 so prikazane povprečne hitrosti porasta signala FRET v astrocitih po dodatku 
agonistov GPR40 in adrenergičnih receptorjev. Krivuljam, ki prikazujejo porast ΔFRET v 
času, smo v točkah po stimulusu (čas 0 s) prilegali premico in sicer na najbolj strmem delu 
krivulje (Slika 4D). Naklon te premice odraža hitrost spremembe signala FRET po času. V 
rezultatih je hitrost porasta signala FRET (ΔFRET/Δt) prikazana v odstotkih na minuto. 
Podatke smo med seboj statistično primerjali. 
Vrednost ΔFRET/Δt pri celicah stimuliranih z OA (Slika 8A) oz. TAK875 je bila višja in 
statistično značilno različna glede na KontroloOA oz. KontroloTAK875.. Statistični test ANOVA 
sicer ni pokazal značilnih razlik med ΔFRET/Δt, pri astrocitih stimuliranih s TAK875 v 
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primerjavi s KontroloTAK875, zato smo vrednosti primerjali še s Studentovim t-testom, ki pa 
je pokazal statistično značilno razliko med TAK875 in KontroloTAK875 (P<0,05). Statistična 
razlika (t-test P<0,05) se pokaže tudi med OA in TAK875. Najvišjo spremembo v hitrosti 
signala FRET je pri obeh poskusih (Sliki 7A in 7B) povzročil NA, le-ta je bila 2-3-krat višja 
glede na OA in TAK875. 
 
 
Slika 8 Histograma hitrosti porasta signalov FRET v astrocitih, ki so izražali FRET-nanosenzor 
Epac1-camps, po stimulaciji z oleinsko kislino, TAK875 in noradrenalinom.  
(A,B) Povprečna hitrost porasta normaliziranega signala FRET (FRET/Δt) v astrocitih, ki so izražali 
Epac1-camps, po dodatku (A) zunajcelične raztopine za raztapljanje oleinske kisline (KontrolaOA), 
oleinske kisline (OA) in noradrenalina v celicah, ki smo jih predhodno stimulirali z zunajcelično 
raztopino za raztapljanje OA (NAOA) in (B) zunajcelične raztopine za raztapljanje TAK875 
(KontrolaTAK875), TAK875 in noradrenalina v celicah, ki smo jih predhodno stimulirali z zunajcelično 
raztopino za raztapljanje TAK875 (NATAK875). Spremembe v hitrosti porasta signala FRET so 
prikazane kot povprečje  s.n. odstotka porasta signala FRET na minuto (%/min) (test ANOVA: 
***P<0,001 vs. (A) KontrolaOA oz. (B) KontrolaTAK875; test ANOVA: ###P<0,001; Studentov t-test: 
$P<0,05 TAK875 vs. KontrolaTAK875). Opravljen je bil tudi Studentov t-test med OA in TAK875 (ni 
označen na sliki), ki je pokazal statistično značilno razliko (P<0,05).  
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4.3 VPLIV AGONISTOV RECEPTORJA GPR40 ZA MAŠČOBNE KISLINE, 
OLEINSKE KISLINE IN TAK875, NA ZNOTRAJCELIČNO KONCENTRACIJO 
LAKTATA V ASTROCITIH V KULTURI 
 
Laktat predstavlja pomemben energijski substrat za vzdrževanje homeostaze CŽS. Ob 
povečani aktivnosti nevronov, se v astrocitih sproži razgradnja glikogena in aerobna 
glikoliza, katere produkt je laktat, ki ga astrociti preko transporterjev MCT lahko posredujejo 
do nevronov. Ta proces mora biti natančno uravnan in sicer imajo pri tem pomembno vlogo 
GPCR (Baltan 2014). Ker je tudi GPR40 GPCR, bi lahko njegova aktivacija vplivala na 
celični metabolizem (razgradnjo glikogena in aerobno glikolizo) in s tem na koncentracijo 
laktata v astrocitih. V poskusih je bil uporabljen genetsko kodirani FRET-nanosenzor za 
laktat Laconic. S pomočjo FRET-mikroskopije v realnem času smo merili spremembe v 
znotrajcelični koncentraciji laktata v astrocitih, ki so izražali nanosenzor Laconic, ob dodatku 
agonistov GPR40 10 µM OA in 10 µM TAK875.  
 
4.3.1 Oleinska kislina zviša raven znotrajceličnega laktata v podganjih astrocitih v 
kulturi 
 
Astrocitom, ki so izražali FRET-nanosenzor Laconic, je bila dodana OA v 10 µM končni 
koncentraciji. Celice so bile snemane z 10 s intervalom zajemanja. Dodatek OA je povzročil 
eksponentni porast v signalu FRET do platoja (n = 18 celic), iz česar lahko sklepamo, da je 
v celicah prišlo do porasta v znotrajcelični koncentraciji laktata. Pri nekaterih posnetkih smo 
po dosegu platoja opazili manjši padec signala FRET proti koncu meritve. V kontrolnih 
poskusih, kjer smo celice stimulirali zgolj z zunajcelično raztopino, v kateri smo raztapljali 
laktat, sprememb v signalu FRET nismo zaznali (slika 9, A,B).  
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Slika 9 Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z oleinsko kislino povzroči porast v 
znotrajcelični koncentraciji laktata. 
Reprezentativni (A,C) in povprečni (B,D) časovni potek sprememb v normaliziranem signalu FRET 
(ΔFRET) glede na bazno linijo, v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor za laktat Laconic pred in 
po dodatku (A,B) zunajcelične raztopine za raztapljanje oleinske kisline (KontrolaOA) in (C,D) 
oleinske kisline (OA; 10 µM). Učinkovine so astrocitom dodane v času 0 s. Porast v signalu ΔFRET 
odraža porast v znotrajcelični koncentraciji laktata.  
 
4.3.2 Agonist receptorja GPR40 za maščobne kisline TAK875 prehodno zviša raven 
znotrajceličnega laktata v podganjih astrocitih v kulturi. 
 
Astrocite, ki so izražali FRET-nanosenzor Laconic, smo stimulirali s selektivnim agonistom 
receptorjev GPR40 TAK875 v končni koncentraciji 10 µM. Prav tako, kot OA tudi TAK875, 
povzroči zvišanje znotrajcelične koncentracije laktata v astrocitih, ki se kažejo kot 
eksponentni porast v signalu FRET do platoja, v primerjavi s KontroloTAK875, pri kateri nismo 
opazili sprememb v signalu FRET. Na Sliki 10 (C,D) je opazen porast signala FRET ob 
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dodatku TAK875, ki mu po približno 200 s sledi padec signala, kar kaže na to, da je približno 
200 s po dodatku TAK875, koncentracija laktata v astrocitih začela padati proti začetni 
bazalni vrednosti.  
 
Slika 10 Stimulacija podganjih astrocitov v kulturi z agonistom receptorja GPR40 TAK875 
povzroči porast v znotrajcelični koncentraciji laktata. 
Reprezentativni (A,C) in povprečni (B,D) časovni potek sprememb v normaliziranem signalu FRET 
(ΔFRET) glede na bazno linijo v astrocitih, ki izražajo FRET-nanosenzor za laktat Laconic, pred in po 
dodatku (A,B) zunajcelične raztopine za raztapljanje agonista TAK875 (KontrolaTAK875) in (C,D) 
agonista TAK875 (10 µM). Učinkovine smo dodali pri času 0 s. Porast v signalu ΔFRET odraža porast 
v znotrajcelični koncentraciji laktata.  
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4.3.3 Primerjava končnih sprememb in kumulativnih sprememb signalov FRET v 
astrocitih, ki so izražali FRET-nanosenzor Laconic, po dodatku oleinske kisline in 
TAK875. 
 
Zaradi lažje primerjave vpliva endogenega neselektivnega agonista OA in sintetičnega 
selektivnega agonista TAK875 na znotrajcelično raven laktata v astrocitih, ki so izražali 
cAMP nanosenzor Epac1-camps, smo rezultate na Sliki 11 prikazali kot povprečne končne 
spremembe signala FRET (ΔFRET). ΔFRET smo izračunali tako, da smo izračunali razliko 
v signalu FRET med prvimi 100 s pred dodatkom (bazalna vrednost) in zadnjimi 100 s po 
dodatku posamezne učinkovine. Podatke smo med seboj statistično primerjali. 
S Slike 11 je razvidno, da v astrocitih dodatek 10 µM OA (Slika 11A) in 10 µM TAK875 
(Slika 11B) povzroči porast v signalu FRET glede na KontroloOA oz. KontroloTAK875, kar kaže 
na porast v znotrajcelični koncentraciji laktata v astrocitih po dodatku agonistov GPR40. 
Signal FRET se po dodatku OA statistično značilno spremeni za približno 1,5 % glede na 
KontroloOA, medtem ko dodatek TAK875 zviša signal FRET za približno 2,5 %, kar pa ni 
statistično značilno glede na KontroloTAK875. Ker je približno 200 s po dodatku TAK875, 
koncentracija laktata v astrocitih začela padati proti začetni bazalni vrednosti (pred časom 0 
s), med končnimi spremembami signala FRET po dodatku TAK875 in kontrolnimi poskusi 
nismo izračunali statistično značilnih razlik. Odločili smo se, da določimo še kumulativne 
spremembe v signalu FRET po dodatku obeh agonistov (Slika 11C,D). Rezultati 
kumulativnih sprememb signala FRET (Slika C,D) pokažejo, da se kumulativne spremembe 
signala FRET po dodatku OA in TAK875 v primerjavi s KontroloOA oz. KontroloTAK875 
statistično značilno razlikujejo. To pomeni, da tudi TAK875, tako kot OA, zviša 
koncentracijo laktata v astrocitih, vendar se zaradi prehodnega porasta v signalu FRET in 
koncentraciji laktata po dodatku TAK875 povprečna končna sprememba signala FRET 
(ΔFRET) statistično značilno ne razlikuje od KontroleTAK875 (Slika 10D).  
OA in TAK875 imata fiziološki učinek na astrocite, saj spremenita znotrajcelično raven 
laktata v astrocitih, kar je najverjetneje posledica porasta znotrajcelične koncentracije cAMP 
(Slika 7). 
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Slika 11 Histograma končnih sprememb in kumulativnih sprememb signalov FRET v 
astrocitih, ki so izražali FRET-nanosenzor Laconic, po stimulaciji z oleinsko kislino in TAK875.  
(A,B) Povprečne končne spremembe normaliziranega signala FRET (ΔFRET) v odstotkih glede na 
bazno linijo v astrocitih, ki so izražali Laconic, po dodatku (A) zunajcelične raztopine za raztapljanje 
oleinske kisline (KontrolaOA) in oleinske kisline (OA) ter (B) zunajcelične raztopine za raztapljanje 
TAK875 (KontrolaTAK875) in agonista TAK875. Spremembe v signalu FRET so prikazane (A,B), kot 
povprečje ± s.n. odstotka porasta signala FRET v zadnjih 100 s meritve, glede na bazalno vrednost 
(Studentov t-test: ***P<0,001 vs. (A) KontrolaOA). (C,D) Kumulativna sprememba signala FRET 
(kumulativna ΔFRET) prikazuje seštevek vseh sprememb signala FRET po dodatku po dodatku (C) 
KontroleOA in OA ter (B) KontroleTAK875 in agonista TAK875. Podatki so prikazani, kot povprečje 
kumulativne ΔFRET ± s.n. v odstotkih (Studentov t-test: ***P<0,001 vs (C) KontrolaOA oz. (B) 
KontrolaTAK875). Opravljen je bil Studentov t-test (ni prikazano na sliki) med ΔFRET OA vs TAK875, 
ki ni pokazal razlik in med kumulativama ΔFRET OA vs TAK875, kjer se je pokazala statistično 
značilna razlika (P<0,05).  
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4.3.4 Primerjava hitrosti porasta signalov FRET v astrocitih, ki so izražali nanosenzor 
Laconic, po dodatku oleinske kisline in TAK875. 
 
Na Sliki 11 so prikazane povprečne hitrosti porasta sprememb v signalu FRET, po dodatku 
OA (A) oz. TAK875 (10 µM). Krivuljam, ki prikazujejo ΔFRET v času, smo v točkah po 
stimulusu (čas 0 s) prilegali linearno premico, in sicer v delu krivulje, ko se signal FRET po 
stimulusu začne najbolj spreminjati (najbolj strm del krivulje). Naklon premice odraža hitrost 
spremembe signala FRET po času. V rezultatih je hitrost porasta signala FRET (ΔFRET/Δt) 
prikazana v odstotkih na minuto. Podatke smo med seboj statistično primerjali. 
Vrednost ΔFRET/Δt pri celicah stimuliranih z OA (Slika 12A) oz. TAK875 (Slika 12B) je 
bila višja in statistično značilno različna glede na KontroloOA oz. KontroloTAK875. To potrjuje, 
da tako OA kot TAK875 zvišata znotrajcelično koncentracije laktata v astrocitih v kulturi. 
Pri stimulaciji s KontoroloOA (A), je bil pri eni celici opazen odziv na stimulus, zaradi česar 
je bila povprečna hitrosti porasta signala FRET nekoliko večja kot pri KontroliTAK875, a še 
vedno signifikantno manjša kot po stimulaciji z OA. 
 
 
Slika 12 Histograma hitrosti porasta signalov FRET v astrocitih, ki so izražali FRET 
nanosenzor Laconic, po stimulaciji z oleinsko kislino in agonistom GPR40 TAK875. 
(A,B) Povprečna sprememba v hitrosti porasta normaliziranega signala FRET (ΔFRET/Δt) v 
astrocitih, ki so izražali Laconic, po dodatku (A) zunajcelične raztopine za raztapljanje oleinske 
kisline (KontrolaOA) in oleinske kisline (OA) ter (B) zunajcelične raztopine za raztapljanje TAK875 
(KontrolaTAK875) in TAK875. Spremembe v hitrosti porasta signala FRET so prikazane kot povprečje 
 s.n. odstotka porasta signala FRET v času (Studentov t-test: ***P<0,001 vs (A) KontrolaOA in (B) 
KontrolaTAK875). Izračunana je bila tudi statistično značilna razlika med ΔFRET/Δt po stimulaciji z 
OA in po stimulaciji TAK875, kar pa ni prikazano na sliki (Studentov t-test: P<0,01).  
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Preglednica 1: Tabela povprečnih končnih sprememb in hitrosti signala FRET v astrocitih, ki 
so izražali FRET-nanosenzorja Epac1-camps in Laconic, po dodatku različnih učinkovin. 
Stimulus 
∆FRET [%]* 
∆FRET/∆t 
[%/min]* 
Število celic 
Epac1-camps    
KontrolaOA 7,54 ± 2,22 4,29 ± 2,18 18 
OA 24,92 ± 3,25### 23,75 ± 4,85### 24 
NA OA 30,64 ± 3,60### 67,44 ± 6,34### 15 
KontrolaTAK875 6,36 ± 1,29 4,60 ± 2,19 27 
TAK875 15,99 ± 2,68### 16,39 ± 4,82# 33 
NA TAK875 29,21 ± 3,80### 49,20 ± 7,38### 14 
Laconic    
KontrolaOA 0,10 ± 0,25 0,22 ± 0,05 13 
OA 1,59 ± 0,30### 0,74 ± 0,18### 18 
KontrolaTAK875 0,60 ± 0,46 0,01 ± 0,21 9 
TAK875 2,49 ± 0,93 2,01 ± 0,47### 10 
OA, oleinska kislina; NAOA, noradrenalin dodan po kontroli za OA; FRET, Försterjev prenos energije z 
resonanco fluorescence; t, čas; Epac1-camps, FRET-nanosezor za cAMP; Laconic; FRET-nanosenzor za 
laktat; ΔFRET, končna sprememba signala FRET; ∆FRET/∆t, hitrost signala FRET.*Podatki prikazujejo 
povprečne vrednosti ± s.n. (standardna napaka). # Označene statistično značilne razlike (Studentov t-test: # 
P<0,01 ###P<0,001) glede na pripadajočo kontrolo.  
  
Skubic C. Meritve koncentracije cAMP in laktata v astrocitih po aktivaciji receptorjev prostih maščobnih kislin. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
39 
 
5. RAZPRAVA 
 
Celice nevroglije so bile prvič opisane proti koncu 19. stoletja, ko sta jih najprej Rudolf 
Virchow in nato še Camillo Golgi opredelila, kot povezovalno tkivo v možganih oz. 
možgansko lepilo (Oberheim in sod. 2012). Sčasoma so astrocitom, ki so celice nevroglije, 
pripisovali vedno več vlog v možganih, kot so ohranitev možganske arhitekture, ohranjanje 
homeostaze in oskrba možganov z hranili. Z razvojem molekularno genetskih metod in 
zmogljivejših mikroskopov, pa je v zadnjem času možno pridobivati informacije o 
kompleksnih vlogah astrocitov, tudi na ravni posamezne celice (Oberheim, Goldman, in 
Nedergaard 2012). Danes je znano, da imajo astrociti številne pomembne funkcije in da niso 
le povezovalno tkivo. Skrbijo za pravilno delovanje BBB, odstranjevanje živčnih prenašalcev 
iz sinaptične špranje, sodelujejo pri tvorbi sinaps in poleg drugih funkcij skrbijo za energijski 
metabolizem CŽS (Allen in Barres 2009), na kar smo se tudi osredotočili v tej nalogi.  
Nevroni so energijsko odvisni od astrocitov, v katerih poteka metabolizem glikogena, 
glikoliza in produkcija laktata (Falkowska in sod. 2015). Vsi ti procesi so natančno uravnani 
preko receptorjev GPCR na zunanji membrani (Wang in Xiao 2014). Eden od GPCR je tudi 
receptor GPR40 za proste maščobne kisline, ki je prisoten na membrani astrocitov. Aktivacija 
receptorja GPR40 lahko povzroči različne signalne kaskade, ki lahko povzročijo dvig 
znotrajcelične koncentracije Ca2+ ali cAMP (Khan in He 2017). Za OA in TAK875 je znano, 
da se vežeta na receptorje GPR40 (Hara in sod. 2014), ni pa še raziskano kakšen vpliv ima 
aktivacija GPR40 na koncentracijo Ca2+ in cAMP v astrocitih in kakšen vpliv ima to na 
metabolizem laktata.  
Naša prva hipoteza je bila, da endogeni neselektivni agonist OA in selektivni agonist 
receptorja GPR40 TAK875, povzročita spremembe v znotrajcelični koncentraciji 
sekundarnega obveščevalca Ca2+. V kar nekaj primerih se je pokazalo, da aktivacija GPR40 
s strani OA, vpliva na dvig Ca2+ v celici in sicer pri celicah nevtrofilcev goveda (Hidalgo in 
sod. 2011), pri β-celicah (Fujiwara in sod. 2005) in α-celicah trebušne slinavke podgane 
(Moran in sod. 2016). Receptor GPR40 lahko ob aktivaciji, vpliva na Gαq podenoto G-
proteina, ki lahko preko IP3, in PLC, vpliva na sproščanje Ca2+ iz endoplazmatskega 
retikuluma (Hara in sod. 2014; Moran in sod. 2016; Sanchez-Fernandez in sod. 2014). 
Vendar pa v nasprotju s temi podatki, stimulacija astrocitov z OA in TAK875 v astrocitih ni 
povzročila sprememb v koncentracijah Ca2+. Na Sliki 2 je vidno, da se po dodatku 10 µM 
OA oz. 10 µM TAK875 astrocitom v kulturi, intenziteta fluorescence barvila Fluo-4 AM ne 
spremeni, kar pomeni da OA in TAK875 v tej koncentraciji nista vplivala na receptor GPR40 
tako, da bi se spremenila koncentracija sekundarnega obveščevalca Ca2+. Pri OA in pri 
TAK875 nismo zaznali statistično značilnih razlik v spremembi fluorescence, glede na 
pripadajoče kontrole. Kot pozitivna kontrola je bil uporabljen ATP za katerega je znano, da 
preko aktivacije purinergičnih GPCR, vpliva na dvig koncentracije cAMP in (Chevassus in 
sod. 2002) Ca2+ v citosolu (Molnár in sod. 2011), kar je razvidno tudi iz Slik 2 in 3. Na Sliki 
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4 so rezultati predstavljeni še kot povprečne kumulativne spremembe fluorescence barvila 
Fluo4-AM. Ti rezultati prav tako potrjujejo, da OA in TAK875 nista imela učinka na 
koncentracijo Ca2+. 
Naša druga hipoteza je predvidevala, da tako neselektivni endogeni agonist OA, kot sintetični 
selektivni delni agonist TAK875 vplivata na receptorje GPR40, tako da pride do spremembe 
znotrajcelične koncentracije cAMP. Astrocitom smo s transfekcijo vnesli pDNA z zapisom 
za nanosenzor Epac1-camps, s katerim je mogoče s pomočjo FRET-mikroskopije spremljati 
spremembe v koncentraciji cAMP v celicah (Nikolaev in sod. 2004). Ob aktivaciji 
receptorjev GPR40, je ena od možnih signalnih poti aktivacija Gs-proteina, ki preko AC 
vpliva na dvig koncentracije sekundarnega obveščevalca cAMP (Hauge in sod. 2015). Iz 
rezultatov na Slikah 4-7 je razvidno, da tako OA kot TAK875 v koncentraciji 10 M zvišata 
koncentracijo cAMP v astrocitih. Razmerje CFP/YFP se spremeni (Slika 4), takoj po dodatku 
OA in sicer vezava cAMP na nanosenzor Epac1-camps povzroči oddaljitev donorja in 
akceptorja, kar pomeni da fluorescenca YFP pade, CFP pa naraste. To interpretiramo kot 
povišanja razmerja CFP/YFP oz. signala FRET, to pa posledično pomeni dvig koncentracije 
cAMP v astrocitu (Nikolaev in sod. 2004; Vardjan in sod. 2014). Na Sliki 4 (A,B) so s 
psevdobarvami prikazane spremembe razmerja CFP/YFP in vidno je, da se razmerje poviša 
relativno enakomerno po celotni celici. TAK875 je selektivni agonist receptorjev GPR40, 
kar pomeni, da vpliva na zvišanje koncentracije cAMP, najverjetneje le preko aktivacije 
receptorjev GPR40 in ne preko drugih sorodnih receptorjev (Yabuki in sod. 2013). Kot 
pozitivno kontrolo smo uporabili NA, ki z aktivacijo β-adrenergičnih receptorjev, ki so 
GPCR sklopljeni z Gs-proteinom, povzroči zvišanje koncentracije cAMP (Hertz in sod. 2010; 
Vardjan in sod. 2014), kar so potrdili tudi naši rezultati (Slika 5-7). NA preko aktivacije 
adrenergičnih receptorjev (Hertz in sod. 2010) povzroči povprečen dvig signala FRET za 30 
%, kar je v skladu s predhodnimi raziskavami (Sušnik 2016). Povprečna končna sprememba 
signala FRET prikazana na Sliki 7, pokaže da OA zviša signal FRET za 25 %, TAK875 pa 
za 16 % glede na bazalno vrednost, kar kaže na 1,5-krat večji vpliv OA na koncentracijo 
cAMP v astrocitih.  
Povprečne hitrosti porasta signala FRET kažejo (Slika 8), da se signal FRET po dodatku OA 
spreminja s hitrostjo 23,8 %/min in po dodatku TAK875 s hitrostjo 16,4 %/min. Tudi v tem 
primeru je učinek OA glede na učinek TAK875 nekoliko večji. Zanimivo je, da NA preko 
aktivacije β-adrenergičnih receptorjev povzroči kar 2-3-krat hitrejši porast v signalu FRET 
glede na OA in TAK875. Opazen je (Slika 7,8) statistično značilno manjši vpliv TAK875 na 
znotrajcelični cAMP v primerjavi z OA, kar morda lahko pripišemo temu, da je TAK875 
delni agonist GRP40 receptorjev (Yabuki in sod. 2013) in je zaradi tega učinek preko GPR40 
na cAMP nekoliko manjši oz. je kinetika vezave na receptor GPR40 drugačna. Poleg tega je 
OA neselektivni agonist receptorjev GPR40, zato je možno, da deluje še na druge tipe FFAR 
na površini astrocitov, ki so sklopljeni s cAMP-signalno potjo, kar dodatno prispeva k porastu 
znotrajcelične koncentracije cAMP v astrocitih.  
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Za vzdrževanje homeostaze CŽS, je zelo pomembno pravilno delovanje energijskega 
metabolizma, kjer ima laktat zelo pomembno funkcijo. Predvsem v povečanju aktivnosti 
nevronov, astrociti nevronom preko transporterjev MCT posredujejo laktat (Bouzier-Sore in 
sod. 2002; Baltan 2014; Prebil in sod. 2011). Za pravilno delovanje metabolizma CŽS, mora 
biti glukozno-laktatni metabolizem natančno uravnan, za kar skrbijo GPCR na zunanji 
membrani celice (Vardjan in sod. 2014). Eden od GPCR, je tudi receptor GPR40, preko 
katerega bi OA in TAK875 lahko vplivala (Hara in sod. 2014) na metabolizem glukoze v 
astrocitih in posledično tudi na metabolizem laktata (Belanger in sod. 2011). Naša tretja 
hipoteza predvideva, da endogeni neselektivni agonist OA in sintetični selektivni delni 
agonist TAK875 preko GPR40 in aktivacije znotrajceličnih signalnih poti sprožita 
spremembe v znotrajcelični koncentraciji metabolita laktata. Za meritve sprememb laktata 
smo astrocite najprej transficirali s FRET-nanosenzorjem Laconic, ki je nanosenzor za laktat 
(Barros in sod. 2013). Iz pridobljenih rezultatov (Sliki 9,10) lahko sklepamo, da tako OA, 
kot TAK875 zvišata znotrajcelično koncentracijo laktata v astrocitih, ki so izražali 
nanosenzor Laconic. Dodatek OA astrocitom zviša signal FRET za približno 1,5 %, dodatek 
TAK875 pa za približno 2,5 % glede na pripadajoče kontrolne poskuse (Slika 11). Na Sliki 
9 in 10 je opazno, da po dodatku OA, predvsem pa pri dodatku TAK875 proti koncu meritve 
pride do padca signala FRET, kar kaže na to, da se je koncentracija laktata začela vračati na 
začetno raven. Ker kljub očitnemu dvigu signala FRET, zaradi padca signala po dodatku 
TAK875 proti koncu posnetka (Slika 10D), nismo zaznali statističnih razlik v končnih 
spremembah signala FRET glede na pripadajoče kontrolne poskuse (Slika 101B), smo 
rezultate predstavili še kot kumulativne spremembe signala FRET. Tu so se tako pri OA, kot 
tudi pri TAK875 pokazale statistično značilne razlike glede na kontrolne poskuse in potrdile, 
da OA in TAK875 povzročita porast v znotrajcelični koncentraciji laktata v astrocitih. Tudi 
rezultati (Slika 12), ki prikazujejo povprečne hitrosti sprememb signala FRET, potrjujejo 
učinek obeh agonistov na spremembo laktata v astrocitih. Predvidevamo lahko, da OA in 
TAK875 vplivata na aktivacijo receptorjev GPR40, ki nato preko aktivacije Gs-proteina, 
vplivajo na dvig koncentracije cAMP. Ta v nadaljevanju omogoči delovanje PKA 
(Saucerman in sod. 2006), ki fosforilira različne proteine in encime, med drugimi tudi 
fosforilazno kinazo, ta pa fosforilira encim glikogen fosforilazo, ki vpliva na povišanje 
glikogenolize (O’Donnell in sod. 2012). Povišana razgradnja glikogena v astrocitih vpliva na 
porast koncentracije glukoze in aerobne glikolize, katere končni produkt je L-laktat (Baltan 
2014; Prebil in sod. 2011).  
Naše prve hipoteze nismo potrdili, saj pri naših rezultatih nismo opazili značilnih sprememb 
znotrajcelične koncentracije Ca2+ po dodatku OA in TAK875 v astrocitih. Razlogov za to je 
lahko več, možno je da aktivacija receptorja GPR40 s strani OA oz. TAK875 v astrocitih ne 
aktivira enakih signalnih poti, ki bi vplivale na koncentracijo Ca2+, kot je bilo to opisano pri 
drugih celicah (Fujiwara in sod. 2005; Hidalgo in sod. 2011; Moran in sod. 2016). Našo 
drugo in tretjo hipotezo lahko potrdimo, saj OA in TAK875 povzročita dvig v znotrajcelični 
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koncentraciji cAMP in laktata. S tem lahko potrdimo, da agonisti receptorjev GPR40 v 
astrocitih, vplivajo na cAMP in tudi na metabolizem laktata in s tem na metabolizem CŽS.  
Vloga prostih maščobnih kislin kot signalnih molekul, kakršna je tudi OA, je v CŽS še dokaj 
neraziskana. Prav tako ni popolnoma znano, kako maščobne kisline prehajajo BBB in 
kolikšna je de novo sinteza maščobnih kislin v CŽS. OA bi preko BBB lahko prišla s pasivno 
difuzijo ali pa s pomočjo transportnih proteinov oz. kombinacijo obeh. Maščobne kisline naj 
bi se v CŽS preko β-oksidacije porabljale tudi kot energijski substrat (Guest in sod. 2013), 
po nekaterih raziskavah naj bi metabolizem maščobnih kislin prispeval kar 20 % celotne 
energije v možganih (Panov in sod. 2014). Vendar obstaja tudi kar nekaj dokazov, da 
maščobne kisline v CŽS nimajo funkcije kot energijske molekule (Schönfeld in Reiser 2013), 
zato trenutno natančna vloga maščobnih kislin, kot energijskega substrata v CŽS ni jasna. 
OA ima lahko tudi vlogo signalne molekule, tako ob vezavi na receptorje GPR40 na β-celicah 
trebušne slinavke ojača izločanje inzulina (Hara in sod. 2014). Prav tako pa OA vpliva na 
metabolizem v CŽS, pokazano je, da inhibira sintezo holesterola in maščobnih kislin v 
rakavih celicah astrocitov (Natali in sod. 2007). Tudi naši rezultati kažejo na to, da OA vpliva 
na metabolizem astrocitov, verjetno tudi preko receptorjev GPR40 in s cAMP-povezano 
signalno potjo. Aktivacijo receptorjev GPR40 povezujejo s protibolečinskih učinkom, 
preprečevali naj bi apoptozo nekaterih celic in bi lahko zaradi tega bili tarče za nadzor 
nekateri nevrodegenerativnih bolezni, kot sta Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen (Khan 
in He 2017). Nekateri dokazi kažejo tudi na to, da ima aktivacija GPR40 v CŽS pomembno 
vlogo pri nastanku spomina in učenju (Yamashima 2008).  
Zaključimo lahko, da dodatek OA oz. TAK875 astrocitom v kulturi, najverjetneje preko 
GPR40, vpliva na dvig znotrajcelične koncentracije cAMP, ki nato vpliva na glukozni 
metabolizem in poveča produkcijo laktata v astrocitih. Kakšna je vloga uravnavanja 
glukoznega metabolizma v astrocitih z agonisti receptorja GPR40 OA in TAK875 za CŽS 
zaenkrat še ni jasno, vendar vedno več študij kaže na vpletenost receptorjev FFAR in 
maščobnih kislin v metabolne procese CŽS (Yamashima 2008; Panov in sod. 2014; Khan in 
He 2017). 
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6. SKLEPI  
 
Glavni cilj magistrske naloge je bil določiti vpliv aktivacije receptorja maščobnih kislin 
GPR40 na znotrajcelične signalne poti in glukozni metabolizem v astrocitih v kulturi. 
Predvsem nas je zanimal vpliv OA in TAK875 na signalne poti povezane z sekundarnima 
obveščevalcema Ca2+ in cAMP in kako aktivacija teh poti vpliva na aerobno glikolizo, katere 
končni produkt je laktat. Za spremljanje sprememb v koncentraciji Ca2+ v posameznem 
astrocitu smo uporabili Fluo4-AM, ki je fluorescenčni indikator za znotrajcelični Ca2+ in 
lahko prehaja plazemsko membrano celic. Za zaznavanje sprememb koncentracije cAMP in 
laktata v posameznem astrocitu v kulturi pa smo uporabljali gensko kodirane FRET-
nanosenzorje, ki smo jih vnesli v astrocite s tranfekcijo pDNA z zapisom za nanosenzorje, in 
sicer Epac1-camps (cAMP) in Laconic (laktat). Spremembe v koncentraciji Ca2+ smo 
spremljali s konfokalno mikroskopijo v realnem času, v astrocitih, ki smo jih označili z 
barvilom Fluo4-AM, medtem ko smo spremembe v cAMP in laktatu spremljali s FRET-
mikroskopijo v realnem času v astrocitih, ki so izražali FRET-nanosenzorje. 
Pridobljene rezultate smo strnili v nekaj sklepov: 
 Agonista receptorja GPR40 OA in TAK875 ne vplivata na spremembe v 
znotrajcelični koncentraciji Ca2+ v astrocitih v kulturi.  
 Zaključimo lahko, da OA oz. TAK875 v 10 µM koncentraciji pri astrocitih ne 
vplivata na signalne poti, ki bi bile sklopljene s Ca2+ oz. da aktivacija receptorja 
GPR40 v astrocitih ni sklopljena z Gq-proteinom, kar je bilo pokazano za nekatere 
druge tipe celic.  
 ATP po pričakovanjih dvigne koncentracijo Ca2+ v astrocitih, najverjetneje preko 
aktivacije purinergičnih GPCR na površini astrocitov.  
 Po dodatku OA oz. TAK875 astrocitom, ki so izražali nanosenzor za cAMP Epac1-
camps, se poveča razmerje CFP/YFP oz. signal FRET, kar lahko interpretiramo kot 
povišano koncentracijo cAMP v astrocitih. Agonista receptorjev GPR40 
najverjetneje preko aktivacije Gs-proteinov in AC povzročita dvig koncentracije 
cAMP.  
 Dodatek OA k astrocitom, ki so izražali cAMP-nanosenzor Epac1-camps povzroči 
1,5-krat višji porast v signalu FRET glede na TAK875 (25 % vs. 16 %).  
 Hitrost porasta signala FRET in s tem cAMP po dodatku OA je 1,4-krat višja glede 
na TAK875 (23,8 % ΔFRET/min vs. 16,4 % ΔFRET/min). 
 Razlike v porastu signala FRET med OA in TAK875 lahko pripišemo bodisi temu, 
da je TAK875 po nekaterih podatkih delni agonist receptorjev GPR40 in je zaradi 
tega učinek preko GPR40 na cAMP nekoliko manjši. Po drugi strani pa je OA 
neselektivni agonist receptorjev GPR40, zato je možno, da deluje še na druge tipe 
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FFAR na površini astrocitov, ki so sklopljeni s cAMP-signalno potjo, kar dodatno 
prispeva k porastu znotrajcelične koncentracije cAMP v astrocitih. 
 Dodatek NA k astrocitom, ki so izražali cAMP-nanosenzor Epac1-camps, povzroči 
porast v signalu FRET (30 %), kar kaže na aktivacijo -adrenergičnih receptorjev na 
površini astrocitov. Spremembe hitrosti porasta signala FRET in s tem cAMP so ob 
dodatku NA 2-3-krat višje v primerjavi z OA in TAK875. 
 Po dodatku OA oz. TAK875 k astrocitom, ki so izražali laktatni-nanosenzor Laconic, 
se poveča razmerje mTFP/Venus oz. signala FRET, kar lahko interpretiramo kot 
povišanje koncentracije laktata v astrocitih.  
 Predvidevamo, da aktivacija receptorjev GPR40 v astrocitih v kulturi povzroči dvig 
znotrajcelične koncentracije cAMP preko aktivacije Gs-proteinov, kar aktivira 
delovanje PKA in s tem razgradnjo glikogena in aerobno glikolizo, katere končni 
produkt je laktat. 
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7. POVZETEK 
 
Celice glije, med katere uvrščamo astrocite, so poleg nevronov, pomembne celice v CŽS. 
Vedno bolj je jasno, da astrociti niso le možgansko lepilo, ki nudi strukturno oporo 
nevronom, temveč v CŽS opravljajo številne pomembne funkcije. Poleg vloge pri BBB, 
uravnavanju homeostaze vode, ionov in živčnih prenašalcev, popravljanju poškodovanega 
tkiva in aktivne vloge v tripartitni sinapsi, imajo pomembno vlogo tudi v metabolizmu CŽS. 
Glavni metabolni molekuli v CŽS sta glukoza in laktat. Astrociti presnavljajo glukozo v 
laktat, ki ga nato lahko preko transporterjev MCT posredujejo do nevronov, ti pa ga 
porabljajo kot vir energije. Metabolizem CŽS in astrocitov je močno uravnan proces, preko 
receptorjev GPCR na zunanji membrani celic. Različne signalne molekule se vežejo na 
receptorje GPCR, ki se aktivirajo in sledi aktivacija sekundarnih obveščevalcev, kot so Ca2+, 
cAMP, IP3, DAG, ki lahko vplivajo na metabolizem astrocitov. Receptorji GPR40 so GPCR 
za proste maščobne kisline. Aktivacija GPR40 s strani agonistov, bi lahko vplivala na 
metabolizem astrocitov. Vpliv aktivacije GPR40 na znotrajcelične signalne poti in 
metabolizem astrocitov še ni bil raziskan, zato smo v nalogi želeli ugotoviti, kako agonisti 
receptorja GPR40 vplivajo na raven znotrajceličnih obveščevalcev Ca2+ in cAMP ter celični 
metabolizem v podganjih astrocitih v kulturi. OA je maščobna kislina z 18 ogljikovimi atomi 
in eno dvojno vezjo in je endogeni agonist receptorjev GPR40. TAK875 je sintetični 
selektivni agonist receptorjev GPR40. Z vezavo in aktivacijo GPR40 lahko tako OA kot 
TAK875 vplivata na signalne poti v celici in posredno na metabolizem glukoze in laktata. S 
fluorescenčnim Ca2+-indikatorjem in konfokalno mikroskopijo v realnem času, smo 
pokazali, da OA in TAK875 ne vplivata na koncentracijo sekundarnega obveščevalca Ca2+ v 
astrocitih. Po pričakovanjih ATP povzroči dvig znotrajcelične koncentracije Ca2+. Za 
spremljanje sprememb v znotrajcelični koncentraciji cAMP in laktata smo uporabili gensko 
kodirane FRET-nanosenzorje in sicer Epac1-camps za cAMP in Laconic za laktat. S pomočjo 
FRET-mikroskopije smo v realnem času na posamezni celici merili spremembe v 
koncentraciji cAMP oz. laktata, po dodatku OA, TAK875 oz. NA. Rezultati so pokazali, da 
tako OA, kot TAK875 povzročita dvig znotrajcelične koncentracije cAMP. Najverjetneje 
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aktivacija receptorja GPR40 povzroči aktivacijo Gs-proteina, ta pa v nadaljevanju signalne 
poti vpliva na encim AC, ki poveča koncentracijo cAMP v celici. NA prav tako poveča 
koncentracijo cAMP v astrocitih, vendar NA deluje preko β-adrenergičnih receptorjev, ki so 
GPCR sklopljeni z Gs-proteini. Dvig koncentracije sekundarnega obveščevalca cAMP v 
astrocitih, lahko vpliva na aktivacijo PKA, ki v nadaljevanju vpliva na razgradnjo glikogena 
v astrocitih in aerobno glikolizo, katere končni produkt je laktat. Naši rezultati so pokazali, 
da OA in TAK875 povzročita dvig koncentracije laktata v astrocitih. Sklepamo lahko, da 
tako endogeni agonist OA kot sintetični agonist TAK875 receptorja GPR40 preko aktivacije 
cAMP-signalne poti aktivirata produkcijo laktata v astrocitih in posledično vplivata na 
metabolizem CŽS. Laktat se namreč lahko izloči iz astrocitov in vstopi preko laktatnih 
transporterjev v nevrone, kjer se uporabi kot energijski substrat. Poleg tega pa lahko laktat 
deluje tudi kot signalna molekula. Nedavni rezultati kažejo, da z vezavo na laktatne GPCR 
receptorje na površini okoliških celic lahko tudi sam uravnava metabolizem celic.  
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